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IV. Résumé 
Les télomères sont des structures nucléoprotéiques servant au 
maintien de l'intégrité des chromosomes. Chez la levure Saccharomyces 
cerevisiae, des répétitions télomériques TG1_3/C1_:A, se succèdent pour 
former un segment d'une longueur d'environ 300 pb. Le maintien de ces 
séquences répétées indispensables pour la stabilité du génome se fait par 
une enzyme appelée la télomérase. Cet enzyme est constitué de plusieurs 
sous-unités protéiques ainsi que d'une composante ARN servant de 
matrice pour l'addition des répétitions et d'échafaudage pour l'assemblage 
du RNP. La structure secondaire de l'ARN de la télomérase des ciliés et 
vertébrés a déjà été déterminé par analyse phylogénétique. Par contre, 
chez la levure, seulement de petits éléments structuraux ont été identifié. 
La difficulté dans la détermination de la structure réside dans le fait que la 
bassin de population des ARNs pouvant être utilisés pour l'analyse est très 
faible et que l'ARN de la levure est d'une taille considérable (1 200 nt) 
comparativement aux ciliés (150 nt) et aux vertébrés (450 nt). 
Dans une première étude, nous avons élaboré un modèle de la 
structure secondaire de l'ARN de la télomérase TLC1. En premier lieu il 
fallait trouver des souches qui avaient une distance évolutive appropriée 
par rapport à S. cerevisiae. Donc, les ARNs homologues de TLC1 
provenant des souches «sensu stricto », ont été isolés et caractérisés par 
Northern blet. Puis, ils ont remplacés l'ARN TLC1 dans les souches de 
levure S. cerevisiae afin de déterminer la structure/fonction de ses ARNs. 
Par ailleurs, afin de facilité l'alignement des ARNs nécessaire à l'analyse 
phylogénétique, la détermination de l'extrémité 5' a été effectué comme 
point d'ancrage pour l'alignement. L'analyse phylogénétique nous a permit 
de suggérer un modèle de la structure de l'ARN TLC1 qui nous permettra 
de faciliter l'étude de la fonction et du mode d'assemblage de 
l'holoenzyme. 
Dans un deuxième temps, nous avons voulu poursuivre l'étude de la 
caractérisation de la structure secondaire mais aussi tertiaire de l'ARN de 
la télomérase. Un criblage de mutants sensibles au froid a été mis au point 
afin de d'identifier les interactions critiques de l'ARN TLC1. Ce criblage est 
basé sur le principe certains changements spécifiques dans une molécule 
d'ARN peuvent provoquer une stabilisation d'interactions inappropriées qui 
à 18°C provoquera la mort des cellules, mais qui permettra toujours aux 
cellules de survivre à 30°C. Lors de cette étude, 10 mutants sensibles au 
froid ont été isolés sur 20 000 clones criblés. Les mutations introduites 
dans ces clones pourraient nous aider à améliorer notre compréhension 
du fonctionnement de l'enzyme. 
Finalement, la détermination d'un modèle de la structure secondaire de 
l'ARN de TLC1 a révélée de nouveaux sites potentiels de liaison de 
facteurs impliqués dans la structure/fonction de l'ARN. Nous avons donc 
tenté de mettre au point une méthode de purification de la télomérase qui 
utilise l'ARN comme appât. Cette technique qui avait déjà fait ses preuves 
pour un autre ARN, s'est avérée moins efficace qu'on le désirait pour 
l'ARN de TLC1. En effet, le taux d'enrichissement de TLC1 lors de la 




Toutes les cellules qui se divisent doivent bien évidemment répliquer leurs 
chromosomes de façon à assurer la survie de leur progéniture. Par ailleurs, les 
ADN polymérases conventionnelles ont la capacité de synthétiser l'ADN 
seulement de 5' vers 3' et ont besoin d'amorces d'ARN. Pour les organismes 
qui possèdent des chromosomes linéaires, cela peut entraîner des 
complications lors de la réplication de l'extrémité des chromosomes (Figure 1). 
La majeure partie du problème se retrouve au niveau de la synthèse du brin 
avancé. Le brin avancé est synthétisé de façon continue. Par contre, étant 
donné que l'extrémité 5' du brin parental est plus en retrait par rapport à 
l'extrémité de 3' du brin opposé. Le brin avancé nouvellement synthétisé sera 
alors plus court que le brin parental. En effet, on assistera à une perte de 
quelques nucléotides. D'un autre côté, le brin retardé est copié de façon 
discontinue grâce aux fragments d'Okazaki. La dégradation des amorces 
d'ARN utilisés pour la synthèse laisse des espaces qui seront comblés par 
extensions et ligations. Encore une fois, il y aura un déficit de 8 à 12 nt à 
l'extrémité du brin 5' nouvellement synthétisé. Cette défaillance au niveau de la 
réplication des extrémités des chromosomes peut mener à la perte de 4 à 6 pb 
par division chez la levure et de 50 à 150 pb chez certains mammifères (Blasco 
et al., 1997; Harley et al., 1990; Lundblad et Szostak, 1989; Niida et al., 1998). 
Ce phénomène ne cause aucun problème pour certaines cellules somatiques 
dont le nombre de divisions cellulaires doit être contrôlé (Wright et al., 1992; 
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Wright et Shay, 1992). Par contre, ceci peut être perçu comme un inconvénient 
pour les cellules dont le maintien de l'intégrité des chromosomes est crucial, 
telles les cellules germinales et embryonnaires. C'est pourquoi les cellules se 
sont pourvues d'un mécanisme pour le maintien des extrémités des 
chromosomes : la télomérase. Cette enzyme permet d'allonger les extrémités 
des chromosomes, les télomères, que la machinerie de réplication 
conventionnelle n'est pas en mesure d'effectuer. 
Brins parentaux 




5' 5' 3' 
+ 
3' 3' ••• Brins avancé • • Perte du brin G-riche 
5' 5' 
Figure 1. Le problème répllcatlf terminal. Lors de Io réplication des brins parentaux, le brins 
avancé n'est pas en mesure d'être reproduit de la même façon que le brin mère. En effet, la 
réplication conventionnelle n'est pas en mesure de reproduire l'extension simple brin en 3'. 
Alors à chaque division cellulaire l'extrémité des chromosomes va raccourcir, à moins que la 
cellule adopte un mécanisme alternatif qui lui permette de maintenir la longueur de ses 
extrémités. 
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1. Les télomères 
Chez les eucaryotes, les chromosomes ont une structure linéaire. Afin 
d'éviter que leurs extrémités soient perçues comme des cassures double brins, la 
cellule a développé une structure bien particulière à la fin des chromosomes. 
Cette structure est composée d'ADN et de plusieurs protéines qui forment un 
complexe appelé télomère. 
La découverte de l'existence des télomère (provenant des mots grecs telos 
et meros pour "fin" et "partie") à été réalisée grâce à des travaux indépendants. 
En effet, le généticien Hermann J. Muller observa que l'irradiation aux rayons X 
des mouches à fruit Drosophila melanogaster provoquaient des réarrangements 
chromosomiques, excepté au niveau des extrémités. C'est à ce moment qu'il a 
commencé à soupçonner que celles-ci devaient avoir une structure distinctive 
(Muller, 1938). Par ailleurs, l'existence de propriétés particulières des fins des 
chromosomes a été aussi démontrée par Barbara McClintock qui étudiait 
l'évolution des chromosomes cassés chez Zea Mays. McClintock démontrait que 
les extrémités naturelles des chromosomes étaient incapable de fusionner entre 
elles, tandis que les chromosomes brisés étaient en mesure de fusionner les uns 
avec les autres (McClintock, 1939). 
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1.1 Organisation structurale des télomères 
Les télomères sont des structures nucléoprotéiques, donc constitués d'ADN 
et de diverses protéines. Les premières séquences télomériques à avoir été 
isolées sont celles du protozoaire cilié Tetrahymena thermophi/a. Les résultats 
de séquençage démontrent des répétitions particulières (C~2fî 2G4) mais de 
longueur très variable (120 à 420 pbs) (Larson et al., 1987). Par la suite, la 
caractérisation des télomères s'est poursuivie chez plusieurs autres 
organismes tels les levures, les vertébrés, certaines plantes et bien sur les 
mammifères (Tableau 1 ). Dans la majorité des cas, les séquences répétitives 
sont régulières. Par exemple, chez les vertébrés les télomères sont composés 











(Blackburn et Gall, 1978) 
(Klobutcher et al, 1981) 
(Klobutcher et al, 1981) 
(Shampay et al .. 1984) 
Schizosaccharomyces pombe T 2AC (A) G 4_5 (Sugawara et Szostak, 1986) 
Candida albicans ACGGATGTCTAACTICTIGGTGT (McEachem et Hicks, 1983) 






(Richards et Ausubel, 1988) 
(Moyzis et al .. 1988) 
(Kipling et Cooke, 1990) 
Tableau 1. Comparaison de la nature des répétitions télomérlques chez différents organismes. 
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comme la levure S. cerevisiae, les répétitions sont plutôt dégénératives (T(G)1_ 
3T(G1-6)). La longueur de ces séquences répétées varie aussi d'un organisme à 
l'autre. On retrouve en moyenne chez les vertébrés des séquences pouvant 
atteindre quelques milliers de paires de bases, tandis que chez la levure, elles 
se situent plutôt autour de 300 pb. On observe également une extension G 
riche en 3' chez la plupart des organismes. Chez l'humain elle peut aller de 1 OO 
à 200 nt mais chez la levure cette extension est d'environ 12-14 nt en dehors 
de la phase S et peut atteindre 30 nt en fin de phase S (Larrivee et al., 2004; 
McElligott et Wellinger, 1997; Wellinger et al., 1993; Wright et al., 1997). 
Certains organismes ne possèdent pas de séquences répétées à l'extrémité 
de leurs chromosomes. Chez les diptères tels la mouche à fruit D. 
melanogaster, un système de rétrotransposons est utilisé pour maintenir la 
longueur des télomères (Biessmann et al., 1997). En effet, les éléments 
transposables HeT-A et TART s'insèrent à la fin des chromosomes pour former 
des télomères. Par ailleurs, chez Chironomous, le maintien de l'extrémité des 
chromosomes se fait par recombinaison de séquences préexistantes (Nielsen 
et Edstrom, 1993). 
Chez la plupart des organismes, on retrouve des régions sous-
télomèriques (TAS: Telomere Associated Sequences) en amont des 
répétitions télomèriques terminales. Chez l'humain, on observe des 
répétitions dégénératives qui délimitent des bouts de séquences homologues 
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non-télomèriques. Par contre , chez la levure, ces régions sont composées de 
deux éléments principaux : les éléments Y' et X (Figure 2) (Chan et Tye, 
1983). L'élément Y' , hautement conservé, peut être présent jusqu'à quatre 
copies en tandem par télomère. Ces fragments retrouvés sur les deux tiers 
des télomères possèdent une taille de 5,2 kpb (Y' court) et 6,7 kpb (Y' long). 
À l'opposé, le noyau X est beaucoup moins conservé et est d'une tail le 
inférieure pouvant aller de 0,3 kpb à 3,7 kpb. Ces séquences se retrouvent 
sur la plupart des télomères jusqu'à 5 copies et contiennent le site de liaison 
pour la protéine Abf1 p (Brand et al. , 1987). Des séquences télomèriques 
dégénératives peuvent se retrouver entre les répétitions en tandem de 
l'élément Y' ainsi qu'entre l'élément Y' et X. Par ailleurs, un ARS (Autonomous 
Replicating Sequence) est présent dans les éléments Y', présentant une 
activité en fin de phase S (Reynolds et al. , 1989). 
X Y' (0-4) 
(TG1 •3)n -3' 
-5' 
Xhol TRF: 1,3 kb 
Figure 2. Organisation structurale des télomères chez S. cerevisiae. À l'extrémité des 
chromosomes se retrouvent des séquences répétitives, dont une extension G-riche en 3' . En 
amont de l'extrémité, des éléments Y' prennent p lace entre O et 4 copies. Cet élément 
contient un site de restriction pour Xhol utilisé pour libérer un fragment terminal de restriction 
(TRF) d 'une longueur d 'environ 1,3 kb. Disjoint aux élément Y', est localisé le core X. Chacun de 
ces éléments contiennent des ARS. 
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Néanmoins, le rôle des TAS reste nébuleux. En effet, certains 
chromosomes dépourvus de TAS ne semblent avoir aucun problème de 
réplication (Wellinger et Zakian, 1989; Zakian et Blanton, 1988). Par contre, 
ils a été démontré que les éléments Y' ont la capacité de se propager par 
recombinaison homologue (Dunn et al., 1984; Horowitz et Haber, 1985; Louis 
et Haber, 1990). En effet, il a été observé que les TAS chez certains 
organismes pouvaient servir de mécanisme alternatif afin de maintenir une 
fonctionnalité des télomères par recombinaison ou transposition lorsque la 
télomérase est absente (Biessmann et Masan, 1992; Blackburn et Gall, 1978; 
Levis et al., 1993; Lundblad et Blackburn, 1993; Pardue et al., 1996). 
1.2 Les protéines associées aux télomères 
Les télomères occupent différentes fonctions au sein de la cellule. Ces 
diverses fonctions sont entre autre attribuées aux multiples protéines 
associées aux télomères. Celles-ci sont essentiellement impliquées dans la 
protection des extrémités chromosomiques. Les cassures double brin, 
contrairement aux télomères, sont susceptibles à la dégradation par des 
exonucléases ainsi qu'aux fusions entre les extrémités libres. Les télomères, 
quant à eux, préviennent la formation de chromosomes dicentriques et la 
perte d'information génétiques lors de la réplication (Smogorzewska et de 
Lange, 2004). Les télomères occupent aussi une fonction dans la localisation 
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nucléaire des chromosomes et lors de la ségrégation lors de la méïose 
(Chikashige et al., 1994). 
Afin d'assurer sa fonction de protection de l'intégrité des chromosomes, 
l'ADN télomèrique adopte une structure bien particulière grâce à la présence 
de plusieurs autres protéines (Wright et Shay, 1992). Cette conformation, 
retrouvée chez plusieurs organismes, est composée de chromatine 
protégeant les extrémités des diverses nucléases. 
Le capuchon télomérique chez l'humain est constitué principalement 
des protéines TRF1 et 2 (TTAGGG Repeat-binding Factor 1 et 2) qui lient la 
région double-brin des télomères. Chez la levure S. cerevisiae, l'homologue 
fonctionnel Rap1 p (Conrad et al., 1990) (Taz1 p chez S. pombe) (Cooper et 
al., 1997) occupe la même fonction. 
TRF1 et TRF2 sont structurellement homologues et ont tous les deux 
la capacité de reconnaître des séquences double-brins spécifiques 
(T 2AG3/C3 TA2) grâce à un domaine de type Myb (Ancelin et al., 1998) tandis 
qu'un autre domaine leur permettent de former des homodimères (Bianchi et 
al., 1997). A cause de son rôle de régulateur négatif de la longueur des 
télomères, on associe TRF1 comme étant l'homologue de Rap1 p chez la 
levure (Ancelin et al., 2002). 
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TRF2, tel que mentionné plus haut, est très similaire à TRF1 . En effet, il a Ja 
capacité de lier les duplexe d'ADN télomèrique en plus de se localiser à 
!'extrémités des chromosomes en métaphase (Smogorzewska et al., 2000}. 
La surexpression d'une forme tronquée de TRF2 pour son domaine de liaison 
à l'ADN et de sa partie en N-terminale, engendre une perte de l'extension G-
riche en 3' et une augmentation des fusions des extrémités des chromosomes 
(van Steensel et al. , 1998). Ce mutant de TRF2 prévient aussi la formation da 
la structure T-loop obseNée en microscopie électronique (ME) (Griffith et al., 
1999). Par ameurs, le télosome adopte une structure en T-loop (Telomere 
loop) qui serait en fait un envahissement du brin G-riche à une région double-
brin homologue qui occasionnerait une conformation en forme de boucle 
(Figure 3). TRF1 occuperait un rôl.e majeur dans le repliement de cette 
structure. Par ailleurs, TRF2 remplirait une fonction importante quant à 
.f-igur~ 3. Modèle de conformation des télomères chez l'humain. Les longues extrémités des 
chromosomes chez l'humain se replient de façon à former une structure en boucle (T-loop) . 
TRFl ainsi que TFR2 sont responsable de cette conformation. Adapté de (Blasco, 2005) 
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l'invasion du simple-brin et de l'appariement avec un duplexe homologue 
formant le D-loop (Displacement loop). D'autre part, TRF1 à la capacité de se 
lier à plusieurs autres protéines. Il a été démontré que PINX1 (Pin2-
lnteracting Protein X1), qui interagit avec TRF1 ainsi que TERT (Telomerase 
Reverse Transcriptase), provoque l'inhibition de l'activité télomérase in vitro 
suggérant que PINX1 affecte la longueur des télomère en régulant la 
télomèrase via le nucléole (Zhou et Lu, 2001). TRF1 lie également TIN2 
(TRF1-lnteracting Nuclear Protein 2) qui protège TRF1 d'éventuelles 
modifications par Tankyrase 1 et stabilize l'interaction de ces trois éléments 
(Ye et de Lange, 2004). Tankyrase 1 et 2 (Smith et al., 1998) ainsi que 
l'hétérodimère Ku (Hsu et al., 2000) s'adjoignent à TRF1 afin de réguler 
l'accès aux télomères. TIN2 s'associe à PTOP (PIP1) qui interagit avec POT1 
recruté au niveau des télomères. Récemment, deux formes de POT1 ont été 
répertoriée chez la souris (Hockemeyer et al., 2006; Wu et al., 2006). 
Cependant, la délétion de chacune des protéines génère des phénotypes 
différents. Une délétion de POT1A provoque la létalité embryonnaire 
prématurée tandis qu'une délétion de POT1 B donne des souris vivantes et 
fertiles (Discuté dans (Baumann, 2006)). POT1 possède un domaine 08-fold 
(Oligonucleotide and oligosasacharide-binding fold) déterminant pour sa 
liaison à l'ADN simple-brin G-riche (Baumann et Cech, 2001; Horvath et al., 
1998; Mitton-Fry et al., 2002). Il contient également un autre domaine 
permettant de lier TRF1 (Loayza et De Lange, 2003). La surexpression d'un 
mutant POT1 dépourvu de son domaine OB, entraîne une rapide élongation 
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des télomères (Loayza et de Lange, 2003), suggérant que POT1, via TRF1, 
inhibe l'accès de la télomèrase aux télomères. Par ailleurs, des expériences 
ont démontré que POT1 os est tout de même localisé aux télomères, mais 
grâce à l'interaction de d'autres protéines (Loayza et de Lange, 2003). A 
l'opposé, la surexpression de POT1 provoque un allongement des télomères, 
proposant POT1 comme étant un régulateur positif de la télomèrase (Colgin 
et al., 2003). 
Chez la levure S. cerevisiae, Rap1 p (Repressor Activator Protein 1) a 
une implication majeure dans la régulation de la longueur des télomères. 
Rap1 p, comme TRF1, possède deux domaines de type Myb lui permettant de 
se lier à l'ADN double-brin (Conrad et al., 1990; Gilson et al., 1993; Konig et 
al., 1996; Wright et Zakian, 1995). La protéine Rap1p est en réalité un 
régulateur négatif de la télomèrase grâce à l'interaction les protéines Rif1 p et 
Rif2p en sa partie C-terminale dont la délétion provoque l'élongation des 
télomères (Kyrion et al., 1992; Sussel et Shore, 1991 ). Rap1 p empêcherait 
d'ailleurs la fusion des télomères qui se produiraient par NHEJ lors de sa 
délétion (Pardo et Marcand, 2005). Par ailleurs, Rap1 p fait partie intégrante 
de la formation hypothétique d'une structure en boucle à l'extrémité des 
chromosomes. Contrairement aux humains, la formation en boucle 
impliquerait les régions sous-télomèriques des chromosomes et serait moins 
déterminante pour l'intégrité des extrémités. En fait, il a été démontré que la 
perte de la structure n'entraîne en rien la perte de chromosomes indiquant 
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que cette structure en boucle est dispensable pour la stabilité génomique (de 
Bruin et al., 2000). 
La partie C-terminale de Rap1 p sert également à la liaison avec les 
protéines Sir3 et Sir4 étant responsable du TPE (Telomere Position Effect). 
Le TPE est la répression de l'expression des gènes adjacents au télomères 
chez la levure. Sir2p est une désacétylase qui occupe un rôle dans la 
répression de la transcription dans les régions sous-télomèriques par 
l'intermédiaire de Sir3p et Sir4p et qui désacétyle les queues N-terminales 
des histones H3 et H4 (Suka et al., 2002). Sir2p est également impliqué dans 
la répression transcriptionnel aux loci HMUHMR ainsi qu'au niveau des 
répétitions d'ADN ribosomal. Le TPE est pratiquement aboli lors de l'absence 
des certains gènes non-essentiels tels SIR2, SIR3, SIR4, YKU70, YKU80 ou 
soit lors de la délétion de la partie C-terminale de Rap1 p (Mishra et Shore, 
1999). 
Cdc13p (Cell Division Cycle) a la capacité de se lier à l'ADN simple 
brin télomèrique (TG1_3) (Lin et Zakian, 1996; Nugent et al., 1996). Cette 
protéine a d'abord été caractérisée comme étant essentielle à la progression 
du cycle cellulaire (Hartwell, 1974), mais son analyse a pu être poussée grâce 
à la mutation cdc13-1. On observe chez des cellules contenant cette mutation 
une croissance acrrue du nombre de réarangements dans les régions sous-
télomèriques ainsi qu'une dégradation du brin C-riche donnant des extensions 
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G-riche simple-brin en 3' qui sont en mesure d'activer un arrêt du cycle 
cellaire en G2 (Garvik et al., 1995). Cdc13p a aussi la possibilité de s'associer 
à Est1 p, afin de recruter la télomérase aux télomères, ainsi que d'interagir 
avec Stn1 p et Ten1 p afin d'assurer la protection des fins chromosomiques. 
Stn1p (Supressor of cdc Thirteen 1) et Ten1p (Protein involved in Telomeric 
pathways in association with Stn, number 1) interragissant avec Cdc13p, 
occupent un rôle majeur dans la prévention de la dégradation des télomères 
(Grandin et al., 2001a; Grandin et al., 1997; Pennock et al., 2001). 
L'hétérodimère Ku est un autre complexe associé aux télomères mais 
aussi à toutes les extrémités d'ADN double-brin, telles les cassures double-
brin. Ce complexe, formé d'une sous-unité de 70 et 80 kDa chez la levure, a 
un rôle prépondérant dans la réparation des bris d'ADN via le NHEJ (Non-
Homologous End Joining) et aussi au niveau du recrutement de la télomèrase 
aux télomères (Peterson et al., 2001). En effet, l'ARN de la télomèrase 
possède un site de liaison pour l'hétérodimère Yku. La délétion de la tige 
boucle lié par YKu dans l'ARN de TLC1, provoque un raccourcissement des 
télomères (Peterson et al., 2001). Les allèles dépourvus de YKu (YkuL!), 
présentent aussi une diminution de la longueur des télomères et de plus, la 
présence d'extensions G-riche en 3' tout au long du cycle cellulaire (Gravel et 
al., 1998; Polotnianka et al., 1998; Porter et al., 1996). Yku contribue à un 
phénomène de répression transcriptionnelle des gènes de la régions sous-
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télomèrique (TPE), qui est largement diminué chez les cellules mutantes pour 
ce complexe (Gravel et al., 1998; Laroche et al., 1998; Nugent et al., 1998). 
2. La télomérase 
La télomérase a tout d'abord été découverte chez l'organisme 
Tetrahymena thermophila par voie biochimique (Greider et Blackburn, 1985). 
Chez l'humain, la télomérase ajoute des répétitions au niveau du brin G-riche 
en 3'. Cette enzyme est constituée de plusieurs protéines ainsi que d'une 
composante ARN. Certaines expériences ont démontré que cet ARN servait 
de matrice pour l'addition de répétitions télomèriques (Greider et Blackburn, 
1987, 1989). La télomérase présente une activité soutenue au niveau des 
cellules germinales mais très limitée chez les cellules somatiques (Blackburn 
et al., 1992). De plus, l'activité de la télomérase est dépendante de la sous-
unité catalytique hTERT (Telomerase Reverse Transcriptase) (Kilian et al., 
1997; Meyerson et al., 1997; Nakamura et al., 1997) dont la fonction peut être 
régulée de diverses façons. Chez les organismes unicellulaires, la télomérase 
est active de façon constitutive et maintient la longueur des télomères. Dans 
le cas de la levure, les sous-unités de la télomérase ont été découvertes 
grâce à un criblage génétique basé sur l'incapacité des cellules ayant perdu 
la télomérase à maintenir l'intégrité d'un chromosome artificiel. Donc, des 
mutants défaillant au niveau de l'activité télomérase ainsi que de la réplication 
des télomères ont été répertoriés menant à l'identification des gènes EST1, 
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EST2, EST3 et EST4/CDC13 (EST: Ever Shorter Telomeres) (Lendvay et al., 
1996; Lingner et al., 1997; Lundblad et Szostak, 1989). Un autre élément 
essentiel du complexe a été découvert lors d'un criblage visant les gènes qui 
avaient la capacité de supprimer le silençage transcriptionnel, la composante 
ARN: TLC1 (Telomerase Component 1) (Singer et Gottschling, 1994). Malgré 
le fait que la présence de tous les gènes ESTs ainsi que l'ARN de la 
télomérase soit fondamentale in vivo (Singer et Gottschling, 1994), 
uniquement les composantes EST2 et TLC1 sont essentielles pour une 
activité in vitro (Cohn et Blackburn, 1995; Counter et al., 1997; Lingner et al., 
1997). Même si seulement la sous-unité protéique Est2p et TLC1 sont 
nécessaires pour une activité in vitro, des évidences montrent que Est1 p 
autant que Est2p lient une composante structurale de l'ARN de TLC1 
(Livengood et al., 2002; Seto et al., 2002; Zhou et al., 2000). Des cellules 
déficientes en activité télomérase subissent un raccourcissement des 
télomères accompagné d'une augmentation des pertes chromosomiques et 
menant à la sénescence de la plupart des cellules après de 40-60 
générations de croissance sans télomérase. 
L'extension des télomères par la télomérase est une action essentielle 
et assurée par la composante ARN qui est utilisée de façon répétée pour la 
synthèse du brin G-riche. Le mécanisme d'extension des télomères peut se 
diviser en trois étapes (Figure 4). La première étape consiste à reconnaître le 
substrat et la région matrice de l'ARN vient alors s'apparier au simple-brin 
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télomérique G-riche. Ensuite, il y a le processus d'élongation, où se produit la 
polymérisation du brin d'une répétition d'ADN. Puis, suit le désappariement ou 
le ré-engagement. L'enzyme a le choix se dissocier, arrêtant ainsi le cycle 




DissociGtiorJ /' V Translocation 
! Extension 
Figure 4. Cycle d'élongation de Io télomérose. Le mécanisme d'action de la télomèros.e .est 
divisé en trois étapes. li y a d 'abord l'appariement au substrat, l'élongation et dissociation ou 
translocation. Adapté de (Kelleher et al., 2002). 
2.1 Les composantes protéiques de la télomérase 
La télomérase est formée de plusieurs sous-unités protéiques 
assemblées par l'intermédiaire d'un ARN non-codant. Une seule sous-unité 
est responsable de l'activité catalytique, tandis que les autres mettent en 
œuvre des mécanismes d'action afin de réguler et de recruter la télomérase 
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active aux extrémités chromosomiques. Dans le cas de la levure, la sous-
unité catalytique Est2p a été découverte lors d'un criblage génétique 
(Lendvay et al., 1996) et présente également des homologies de séquence 
avec la sous-unité catalytique p123 précédemment caractérisé et purifié chez 
Euplotes (Lingner et Cech, 1996). Est2p peut être divisé en quatre différents 
domaines (Figure 5). Deux domaines se retrouvent en N-terminale: le premier 
se situe à l'extrémité et est important pour l'interaction avec Est3p (Friedman 
et al., 2003). Le deuxième, localisé en aval, est nécessaire pour la liaison à 
TLC1 , la composante ARN du complexe télomèrase (Friedman et Cech, 
1999; Livengood et al., 2002). Aussi, un domaine central, retrouvé chez 
toutes les reverses transcriptases, comporte des motifs catalytiques 
conservés (O'Reilly et al., 1999). Finalement, un derni.er domaine peu 
conservé en C-terminale. aurait un rôle à jouer au niveau de la processivité 
(Peng et al. . 2001). 
N 
Domaine Domaine 
important pour nécéssaire 
l'interaction pour la liaison 








Figure 5. Domaines fonctionnels de la sous-unité catalytique Est2. Les différents domaines sont 
indiqués sur le schéma. La protéine Est2 à une longueur de 884 KDa. La sous-unité catalytique 
hTERT possède des domaines similaires. 
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Malgré la différence de taille de Est2p (103 kDa) avec hTERT (127 
kDa), la sous-unité catalytique humaine, cette dernière possède les mêmes 
domaines fonctionnels. L'expression de hTERT dans les cellules somatiques 
est très étroitement régulée (Meyerson et al., 1997; Nakamura et al., 1997). 
En effet, l'activité télomérase dans les cellules somatiques est sérieusement 
limitée, contrairement aux cellules prolifératives, telles les cellules germinales, 
hématopïétiques, endométriales et jusqu'à 95% des cellules cancéreuses qui 
expriment une activité télomèrase (Broccoli et al., 1995; Counter et al., 1995; 
Counter et al., 1994; Kim et al., 1994; Shay et Bacchetti, 1997; Yasumoto et 
al., 1996). 
Outre la sous-unité catalytique, les complexes télomérase sont 
constitués de diverses protéines accessoires. Chez la levure S. cerevisiae, on 
retrouve entre autres les protéines Est1 p ainsi que Est3p non-essentielles 
pour l'obtention d'une activité in vitro. De plus, la fonction de Est3p est encore 
mal comprise et aucun orthologue à ce jour n'a encore été répertorié (Hughes 
et al., 2000). 
En ce qui concerne la protéine Est1 p, celle-ci aurait la capacité de lier 
l'ARN de TLC1 et serait impliquée dans l'activation et le recrutement de la 
télomérase aux télomères via son interaction avec Cdc13p (Qi et Zakian, 
2000). En effet, le complexe formé des composantes Est1 p, Est2p, Est3p et 
TLC1 agirait en fin de phase S pour la réplication des chromosomes et ce 
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grâce au recrutement de l'holoenzyme par Cdc13p aux télomères (Evans et 
Lundblad, 1999; Pennock et al., 2001; Qi et Zakian, 2000; Taggart et al., 
2002). Cette activité peut être abolie par le mutant cdc13-2 qui présente un 
défaut au niveau de la réplication des télomères mais possédant toujours une 
activité télomérase (Lingner et al., 1997; Nugent et al., 1996). Il est possible 
de supprimer l'effet du mutant cdc13-2 soit en fusionnant le domaine de 
liaison de Cdc13p (DBDcdc13) avec Est1 p ou Est3p soit en surexprimant Est1 p 
(Evans et Lundblad, 1999). De plus, il a été démontré que Cdc13p et Est1 p 
peuvent co-immunoprécipiter lorsqu'ils sont surexprimés indiquant que 
l'augmentation du niveau de Est1 p peut accroître l'interaction entre les deux 
protéines (Qi et Zakian, 2000). Par ailleurs, l'analyse du niveau de Est1 p dans 
le cycle cellulaire a révélé qu'il était plutôt faible en G1 mais s'accroissait en 
phase S (Osterhage et al., 2006; Taggart et al., 2002). Il a donc été proposé 
que Est1 p serait un activateur de télomérase dont le niveau d'expression 
dépend du cycle cellulaire. L'augmentation de son expression corrèle avec le 
moment où la télomérase est active, soit en fin de phase S. 
Chez l'humain, on retrouve trois homologues de Est1 p dont deux ont 
été démontré comme étant des protéines associées à la télomérase: soit 
Est1Ap et Est1 Bp (Reichenbach et al., 2003; Snow et al., 2003). Lorsque 
EST1A est surexprimé, on assiste à un léger raccourcissement des 
télomères, qui peut être évité en co-exprimant la sous-unité catalytique (Snow 
et al., 2003), ainsi qu'à une déprotection des extrémités des chromosomes 
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résultant en leurs fusions. Comme Est1 p chez la levure, Est1 B interagit avec 
une protéine liant les télomères (Pot1 p) afin de promouvoir l'accès de la 
télomérase à la fin des chromosomes (Snow et al. , 2003). 
Chez les ciliés, plus particulièrement Tetrahymena, la télomérase est 
aussi formée de différents constituants protéiques, ainsi que d'une 
composante ARN. Les protéines associées sont TERT, p20, p45, p65 et p75 
(Figure 6) (Witkin et Collins, 2004). La liaison de la sous-unité catalytique 
TERT à l'ARN serait précédée de l'association de p65 avec celui-ci. En effet, 
il a été démontré que p65 améliorerait la liaison de TER, la composante ARN, 
avec TERT (Prathapam et al. , 2005). 
Figure 6. Composantes de la télomérase du c ilié T. thermophila. La télomérase chez T. 
thermophila est constituée d'un ARN TER et de 5 sous-unités protéiques telles TERT (la sous-unité 
cata lytique) . p65, p45, p20 et p75. 
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2.2 La composante ARN de la télomérase 
L'ARN de la télomérase est une composante cruciale tant au niveau de 
l'addition de répétitions télomériques grâce à sa matrice que dans 
l'assemblage du complexe. Bien évidemment, une perte de cet élément mène 
incontestablement à la sénescence des cellules. Initialement, le gène 
encodant l'ARN cloné des ciliés (Greider et Blackburn, 1989), a été identifié 
par la suite chez la levure (Singer et Gottschling, 1994) et chez les 
mammifères (Blasco et al., 1995; Feng et al., 1995). Les ARN des différents 
organismes comportent certaines différences. En effet, chez les ciliés, l'ARN 
de 150-200 nt, une fois synthétisé par l'ARN polymérase Ill possède une 
queue poly U (Greider et Blackburn, 1989; Hargrove et al., 1999). Par contre, 
chez les vertébrés, l'ARN est plutôt transcrit par l'ARN polymérase Il donnant 
un produit de 300-550 nt (Chenet al., 2000; Hinkley et al., 1998; Zaug et al., 
1996). Tandis que chez la levure, l'ARN polymérase Il est aussi impliquée et 
génère un transcrit d'environ 1300 nt. L'ARN de TLC1 subit par la suite des 
étapes de maturation telle l'addition d'un capuchon 5'-triméthylguanosine 
ainsi que l'ajout d'une queue poly A. Cette queue poly A peut être soit 
conservée, formant ainsi la population de poly (A+), la moins abondante, ou 
soit maturée pour donner la forme la plus présente, le poly (A-) (Chapon et 
al., 1997; Seto et al., 1999; Singer et Gottschling, 1994). En amont de 
l'extrémité 3' de TLC1 et TER1 est retrouvé un site consensus impliqué pour 
l'association des protéines Sm discuté plus loin (Seto et al., 1999; Tzfati et al., 
Introduction 22 
2003). Afin d'améliorer notre compréhension de la composante ARN de la 
télomérase qui occupe un rôle majeur au sein de la cellule, plusieurs groupes 
ont tenté d'en élucider la structure secondaire. En ce qui attrait les ciliés, 4 
hélices sont retrouvées (Figure 7 A) : l'hélice Il est nécessaire pour l'activité in 
vitro, l'hélice 1 occupe une fonction dans la délimitation de la matrice ainsi que 
dans l'association de TERT (Autexier et Greider, 1998; Autexier et Triki, 1999; 
Licht et Collins, 1999; McCormick-Graham et Romero, 1995). Les hélices llla 
et b forment un pseudonoeud essentiel pour l'assemblage du complexe et 
finalement, l'hélice IV joue un rôle dans la processivité de la télomérase et 
l'interaction avec la sous-unité catalytique (Gilley et Blackburn , 1999; Lai et 







Figure 7. Modèles de la structure secondaire de l'ARN de la télomérase des ciliés (A) et 
vertébrés (B). {A) Le nom des différentes hélices sont indiquées. (B) Les mutations qui 
engendrent certaines maladies ont été ajouté à l'ARN de la télomérase. Adapté de (Theimer 
et Feigon, 2006) . 
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composante ARN de la télomérase, hTR, a une longueur de 451 nt divjsé en 
7 domaines, très conservés parmi certaines espèces de vertébrés (CR : 
Co.nserv,eci Region) (Figure 78). On retrouve le domaine CR2JCR3 qui 
engendre un pseudonoeud, le domaine CR4/CR5 qui détient un site de haute 
affinité pour TERT, la boîte H/ACA (CR6/CR8) ainsi que le domaine CR? qui 
occupent un rôle important dans !a st.abilité !a maturatfon et à !a loca!isation 
de hTR. Le pseudonoeud est composé grâce à l'interaction de deux hélices 
(p2b et p3) ainsi que deux boucles U2b/3 et j2a/3). Le pseudonoeud est 
stabilisé par une triple héiiœ qui entoure !a structure (Figure SA) (Theimer et 
al. , 2005). Il n'est cependant pas clair si ce pseudonoeud est statique ou 
A 
••• • •• •••• • 3• 
3' 
8 J' 
.f.iguie .a. f-OtmOtion pseudoAoeud retrouvé chez l'humain. {A) Structure en formation tr:iple 
hélices du pseudonoeud human. (B) Formations possibles du pseudonoeud dynamique. À 
gauche : le pseudonoeud est formé, à droite : la structure est ouverte. Adapté de (Theimer et 
Feigon, 2006). 
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dynamique afin d'exercer ses fonctions (Figure 88) (Chen et Greider, 2005; 
Theimer et al., 2005). La boîte H/ACA pour accomplir ses fonctions, doit lier 4 
protéines associées au snoRNA: la dyskerine, hGAR1, hNOP1 ainsi que 
hNHP2 (Dragon et al., 2000; Henras et al., 2001; Mitchell et al., 1999; 
Pogacic et al., 2000). Chez les vertébrés, la matrice de l'ARN de la 
télomérase varie entre 8 et 11 nt (CUAACCCUAAC chez hTR), dont 8 sont 
parfaitement conservés. La matrice peut être subdivisée en différentes 
parties. En effet, les 6 premiers nucléotides participent à la polymérisation de 
l'ADN en tant que matrice, tandis que les 2 derniers nucléotides conservés 
ont une implication dans l'alignement de la matrice aux télomères (Chen et 
Greider, 2004b). La composante ARN chez l'humain ainsi impliquée dans le 
fonctionnement de la télomérase, est aussi associée à certaines maladies. 
Effectivement, une mutation dans l'ARN de hTR peut provoquer des maladies 
telles, Dyskeratosis congenita, Aplasie anemia, syndrome myéloplasmique ou 
encore thromocythemia (Mutations illustrées à la Figure 78) (Chen et Greider, 
2004b; Ly et al., 2005; Marrane et al., 2005; Vulliamy et al., 2004; Vulliamy et 
al., 2006). Il a été établi que la plupart des mutations présentant un phénotype 
de maladie se retrouvait au niveau du pseudonoeud (Commenté dans 
(Theimer et Feigon, 2006)). 
Contrairement aux ciliés et aux vertébrés, la levure S. cerevisiae n'a 
pas encore de structure secondaire définie pour son ARN TLC1. La 
phylogénie est une méthode très puissante pour élucider la structure 
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secondaire d'un ARN. Cette procédure est basée sur le fait que des ARNs 
aux fonctions similaires devraient avoir un repliement analogue malgré la 
divergence dans la structure primaire (Auffinger et Westhof, 2000). On assiste 
à un phénomène de covariation lorsqu'il se produit un changement de deux 
nucléotides en même temps lors de la comparaison de la séquence d'un ARN 
par rapport à un autre. Ce changement doit faire en sorte de conserver le 
pairage déjà observé (Westhof et Auffinger, 2000). Dans le cas de la levure, 
la détermination d'une structure secondaire par phylogénie peut s'avérer plus 
complexe à effectuer étant donné la taille de l'ARN de TLC1 (1300 nt). Le 
nombre insuffisant de séquences homologues ayant une divergence 
adéquate dans l'évolution vient compliquer l'analyse. Par contre, de petits 
segments de TLC 1 ont pu être caractérisés par mutations et délétions 
dirigées. Par exemple, il a été démontré que la matrice est composée de 3'-
ACACACACCCACACCAC-5' (Singer et Gottschling, 1994). Il y aurait aussi 
présence d'une limite matricielle assurant l'arrêt de transcription inverse à 
chaque cycle (Seto et al., 2003; Tzfati et al., 2000). La sous-unité catalytique 
Est2p lierait une portion centrale de TLC1 dont la structure est toujours 
inconnue (Chappell et Lundblad, 2004; Livengood et al., 2002). L'hypothèse 
de la présence d'un pseudonoeud comme site de liaison est soulevée ici, dû 
au fait que chez la levure Kluyveromyces lactis, grâce a des analyses 
phylogénétiques, une structure en pseudonoeud aurait été déterminée 
comme étant essentielle pour l'activité télomérase (Tzfati et al., 2003). TER1, 
l'ARN de la télomérase de K. /actis s'est avéré un outil précieux dans la 
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caractérisation de certaines régions de TLC1. Non loin du site de liaison pour 
Est2p, une tige-boucle, déterminée précédemment chez TER1, aurait la 
capacité de lier Est1 p (Livengood et al., 2002; Seto et al., 2002). Une 
deuxième tige-boucle de 48 nt interagirait avec l'hétérodimère YKu70/80 
impliqué dans l'architecture des télomère ainsi que dans la réparation des bris 
d'AON double-brins par NHEJ (Peterson et al., 2001). En 3' des ARNs de 
TLC1 et TER1, on retrouve la présence d'une région simple brin, le site Sm 
(5'-AAUUUUUGG-3'). Cette région essentielle pour l'association des 
protéines Sm (Seto et al., 1999; Tzfati et al., 2003) est généralement présent 
chez les snRNPs (small nuclear Ribonucleoproteins) composés de snARN 
(small nuclear RNA) comme U1, U2 et U4/U6-U5, de protéines spécifiques 
ainsi que de protéines Sm. Cette particularité propose ici des similarités de 
TLC 1 avec les snARNs. Par ailleurs, il existe au total 7 protéines Sm (B/B', 
01, 02, 03, E, F et G) et celles-ci s'associent aux snARNs afin d'assurer la 
stabilité du snRNP. Leur association aux snARNs ainsi qu'à TLC1 provoque 
l'hyperméthylation du capuchon 7-methyl par une méthylase qui induit la 
formation d'un capuchon 5' 2,2, 7-triméthylguanosine (Mattaj, 1986; Plessel et 
al., 1994). La présence de ce site Sm favorise donc la maturation et la 
stabilité de l'ARN de TLC1. La présence du site Sm pour l'ARN TLC1 et TER1 
suggère des voies de biogenèses communes avec les snRNPs. Par ailleurs, 
les voies de biogenèses de l'ARN l'humain, qui comporte un domaine H/ACA 
à l'extrémité 3', sont très différentes. 
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Malgré la caractérisation de plusieurs régions de l'ARN de la 
télomérase chez la levure de Saccharomyces cerevisiae, celles-ci composent 
seulement une infime partie de l'ARN rendant l'étude des fonctions et 
assemblage de cet enzyme plutôt ardue. 
2.3 Les mécanismes de régulation de la télomérase 
On assiste à différents types de régulation de la télomérase chez 
l'humain. Premièrement, plusieurs facteurs qui ont la capacité de lier le 
promoteur du gène encodant hTERT, réguleraient rigoureusement sa 
transcription. La présence d'une multitude de facteurs de transcription 
propose un taux assez varié de contrôles dépendamment du cycle cellulaire 
ainsi que du type de cellule (Cong et al., 1999). En effet, l'expression de la 
télomérase est plutôt réduite dans les cellules somatiques lors de 
l'embryogenèse, tandis qu'elle est induite au niveau des cellules germinales 
(Counter et al., 1992; Kim et al., 1994; Shay et Bacchetti, 1997). La 
répression ou l'activation de la transcription par différents facteurs connus 
constituerait la principale voie de régulation de l'expression de hTERT (Cong 
et Bacchetti, 2000; Misiti et al., 2000; Wang et al., 1998). Par contre, la 
télomérase pourrait aussi être régulée par la séquestration de la sous-unité 
catalytique. En effet, des donnés suggèrent que la biogenèse de la 
télomérase humaine se produirait dans le nucléole et que le relâchement de 
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la télomérase active de son compartiment serait une étape important pour le 
contrôle de son activité (Wang et al., 2002). Finalement, les protéines 
structurales des télomères telles TRF1 et TRF2 occuperaient aussi un rôle 
important dans le contrôle de l'activité télomérase (Vega et al., 2003). 
Effectivement, celles-ci favorisent la formation du T-loop, structure qui 
empêche l'accès de la télomérase aux télomères, mais qui protège aussi 
contre la dégradation. 
En ce qui concerne la levure S. cerevisiae, l'activité de la télomérase 
est également régulée par son recrutement aux télomères mais aussi par leur 
accessibilité. Cdc13p fait partie des protéines impliquées dans le recrutement 
de la télomérase. Comme mentionné précédemment, celle-ci, par son 
interaction avec Est1 p, mobilise la télomérase aux extrémités des 
chromosomes (Evans et Lundblad, 1999, 2002; Pennock et al., 2001; Qi et 
Zakian, 2000). RPA (Replication Protein A) pourrait être un autre complexe 
qui faciliterait le recrutement de Est1 p, régulant ainsi de façon positive la 
télomérase (Schramke et al., 2004). Par ailleurs, l'accessibilité des télomères 
est sciemment régulé par des protéines liant les régions double-brins : Rif1 p, 
Rif2p et Rap1 p. Ces composantes permettent le repliement des télomères en 
une forme plus compacte empêchant la télomérase de se positionner sur le 
brin d'ADN. En effet, leur absence provoque un rallongement des télomères 
(Hardy et al., 1992; Wotton et Shore, 1997). D'un autre côté, à cause du 
problème réplicatif terminal, les télomères vont raccourcir, prévenant la liaison 
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des protéines rendant maintenant disponible l'accès aux télomères (Marcand 
et al., 1997; Ray et Runge, 1998). 
Par contre, Cdc13p occupe différentes fonctions. En se liant à la région 
simple-brin des télomères, l'élongation des extrémités est inhibée. De plus, 
des études tendent à démontrer que Cdc13p n'agirait pas seul. En effet, 
Cdc13p serait responsable de l'extension du brin G-riche et par la suite Stn1 p 
permettrait la synthèse du brin C-riche et bloquerait l'allongement des 
répétitions par la télomérase (Chancira et al., 2001). Cette hypothèse est 
soutenue par le fait que Stn1 p et Est1 p sont en rivalité pour le même site de 
liaison à Cdc13p (Pennock et al., 2001 ). 
Devant l'absence de modèle de la structure secondaire de l'ARN de la 
télomérase chez la levure, nous avons entrepris, dans notre laboratoire, des 
travaux afin d'élaborer un modèle de la structure secondaire de l'ARN TLC1. 
L'élaboration d'un modèle pourrait s'avérer un outil efficace dans l'étude de la 
structure et fonction de l'ARN de la télomérase. 
Suite à la proposition d'une structure secondaire, nous nous sommes 
questionnés sur la structure tridimensionnelle de TLC1. En effet, l'ARN de la 
télomérase doit sûrement adopter différentes conformations afin d'effectuer 
ses fonctions. 
Le modèle de la structure secondaire établie dans le laboratoire nous a 
permis de positionner les différents éléments connus de la télomérase sur 
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l'ARN TLC1. Nous avons constaté qu'il y avait plusieurs grandes régions sans 
protéines connues qui s'y liaient. Nous avons donc entrepris de mettre au 
point une méthode de purification du complexe afin de découvrir de nouveaux 
partenaires, mais aussi afin d'étudier l'assemblage du complexe à travers le 
cycle cellulaire. 
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Chapitre 1 
• Implication dans la détermination de la structure secondaire de 
I' ARN de la télomérase chez la levure S. cerevisiae. 
Préambule 
La structure secondaire le l'ARN de la télomérase chez S. 
cerevisiae a été déterminé grâce à une analyse phylogénétique. L'isolation 
de 7 différents homologues de TLC1 a permis de suggérer un modèle 
d'étude pour approfondir nos connaissances sur les mécanismes 
d'assemblage et d'action du complexe. Il faut d'abord s'assurer que les 
gènes isolés soient exprimés dans la cellule par analyse biochimique. Par 
ailleurs, pour faire une analyse phylogénétique, il faut s'assurer d'avoir 
suffisamment de séquences homologues au gène étudié. Les gènes 
homologues utilisés dans l'étude doivent être raisonnablement éloigné 
dans l'évolution afin de donner un taux approprié de covariations, mais 
aussi assez proche afin d'être en mesure d'effectuer les mêmes fonctions 
indiquant ici la probabilité d'une structure similaire. Le choix d'homologues 
appropriés pour l'étude d'un gène se fait généralement par test de 
complémentation ainsi que par vérification de l'homéostasie des 
télomères. De plus, afin d'assurer un alignement adéquat des séquences 
pour une analyse optimale, il est primordial de déterminer des points 
d'ancrage telles les extrémités 5' et 3' des différents homologues. 
Dans cette étude, j'ai réalisé une partie des clonages, les tests de 
complémentation, la détermination de la longueur des télomères ainsi que 
la cartographie des extrémités 5' des homologues de TLC1. 
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Objectif spécifique 
Dû à sa très grande taille et au manque de bassin de population de 
séquences homologues, la structure secondaire de l'ARN de la télomérase 
chez la levure Saccharomyces cerevisiae n'a pas encore été déterminée. 
L'objectif du projet était d'abord d'isoler les gènes homologues des 
souches des « sensu stricto », qui sont apparentés à S. cerevisiae, pour 
éventuellement déterminer une structure secondaire de TLC1. L'isolation 
de ces gènes a été réalisé par Alain T. Dandjinou. Par la suite, j'ai vérifié 
que les séquences isolées étaient bel et bien des homologues de TLC1. 
Finalement, grâce à des analyses biochimiques, j'ai déterminé les 
extrémités 5' des ARNs afin de faciliter l'alignement de séquences sur 
lequel repose l'analyse phylogénétique. 
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Matériel et méthodes 
Souches et plasmides 
La souche utilisée pour les tests de complémentation est dérivée 
CSHY76 (MATa/MATa ade2/ade2 ura3/ura3 leu21/eu2 his3/his3 trp1/trp1 
tlc1 ::LEU21TLC1 rad52 ::TRP1/RAD52), gracieuseté de C. Greider. Les 
souches de levures « sensu stricto » utilisées sont S. cereviaise (S288C et 
SK1), S. paradoxus (CSS 432), S. cariocanus (UFRJ 50791), S. mikatae 
(IFO 1815), S. kudriavzevii (IFO 1802), S. bayanus (CSS 7001) et S. 
pastorianus (DSVPG 6560). Les souches de levure ont été transformées 
utilisant la méthode avec du LiAc/ssDNA/PEG décrit selon (Gietz et 
Woods, 2002). Les cellules haploïdes, utilisées pour les tests de 
complémentation, ont été générées par sporulation de la souche CSHY76 
dans un milieu 0,5% KOAc à 23°C puis les tétrades engendrées ont été 
séparées par dissection. Les homologues de TLC1 ont été clonés dans le 
plasmide pADCEN26; dérivé de pRS316 (marqueur nutritionnel URA3) 
(Sikorski et Hieter, 1989), dans lequel a été inséré un fragment de 327 pb 
contenant la région terminatrice de transcription du gène ADH1. Les 
plasmides contenant les gènes homologues de l'ARN de la télomérase 
des souches S. cerevisiae (S288C), S. cerevisiae (SK1}, S. paradoxus, S. 
cariocanus, S. mikatae, S. kudravzevii, S. bayanus et S. pastorianus ont 
été clonés dans le plasmide pADCEN26 et sont nommés, dans le même 
ordre pADCEN36, pADCEN35, pADCEN42, pADCEN43, pADCEN44, 
pADCEN45, pADCEN46 et pADCEN49 respectivement. 
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Tests de complémentation 
Les différents plasmides contenant TLC1, ses différents 
homologues, ainsi qu'un plasmide vide comme contrôle négatif 
(pADCEN26) sont transformés dans la souche CSHY76. Les cellules 
haploïdes, utilisées pour les tests de complémentation, ont été générées 
par sporulation de la souche CSHY76 dans un milieu 0,5% KOAc à 23°C 
puis les tétrades engendrées ont été séparées par dissection. Les spores 
contenant les délétions des gènes encodant pour TLC1 et RAD52, ainsi 
que le plasmide, sont isolés sur milieu YC-ura-trp-leu. Ensuite, les cellules 
choisies sont striées sur un milieu synthétique YC-uracile (Sambrook et 
al., 1989) et incubées pendant 3 jours pour permettre la formation d'une 
colonie, soit environ 20 générations. Le nombre de générations a été 
évalué de façon à ce qu'une colonie de 2 mm proviendrait d'une cellule qui 
se serait divisée 20 fois. De cette façon, les cellules sont passées jusqu'à 
environ 1 OO générations sur milieu YC-uracile pour dépasser le seuil de 
sénescence qui se situe autour de 40-60 générations pour le contrôle 
négatif. Ceci permet d'évaluer la capacité des homologues à remplir les 
fonctions de TLC1. Les cellules qui ont été en mesure de croître au-delà 
de 1 OO générations, sont striées sur milieu 5' FOA (acide 5'-
fluoroorotique) afin de faire perdre le plasmide aux cellules. Les cellules 
portant le gène URA3, convertissent le 5-FOA en fluoro-déoxyuridine, une 
substance toxique pour celles-ci (Boeke et al., 1987). Grâce à cette 
particularité, il est possible de sélectionner les cellules qui ont perdu le 
plasmide avec le marqueur nutritionnel URA3. Si les cellules sénescent, 
on aura alors la certitude que la croissance précédente était dépendante 
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du plasmide. Deux colonies indépendantes de chaque passage ont été 
inoculées afin d'évaluer l'homéostasie de la longueur des télomères décrit 
plus loin. 
Préparation de /'ADN et analyse de la longueur des télomères 
Des colonies isolées sur boîte de pétri des souches provenant des 
passages de complémentation ont été piquées et inoculées dans des 
cultures liquides de 5 ml dans un milieu synthétique YC-uracile. Les 
cellules ont été centrifugées à 13, 000 x g, lavées avec de l'eau bidistillé 
stérilisé et l'ADN génomique en a été extrait par la méthode de billes de 
verre suivant le protocole de (Hoffman et Winston, 1987). Plus en détail, le 
culot a été resuspendu dans 200 µL de tampon (2% Triton X-1 OO, 1 % 
SOS, 100mM NaCI, 10mM Tris-HCI, pH 8.0, 1mM EDTA) et dans 300µL 
de phénol/chloroforme. 5-1 Og de billes de verre sont ajoutés suivi d'une 
session alternative de vortexage et d'incubation sur glace (10 fois 30 sec). 
Le liquide a été recueilli et les billes ont été rincée avec 1 OO µL de TE 
(10mM Tris-HCI, pH7.5, 1mM EDTA) puis centrifugé à 13, 000 x g pendant 
5 min à 4°C. Le surnageant a été isolé et l'ADN précipité avec de l'éthanol 
salé 70%. Les culots d'ADN recueillis sont resuspendus dans 20 µL de TE. 
L'ADN a été digéré par l'enzyme de restriction Xhol pour libérer les 
fragments terminaux de restriction (TRFs) et 1 µg de cet ADN a été séparé 
sur un gel d'agarose 1 %. L'ADN a ensuite été transféré par capillarité sur 
une membrane de nylon (Amersham Hybond N+). Les TRFs ont été 
visualisés par hybridation à 42°C (Wellinger et al., 1993) à l'aide d'une 
sonde d'ADN télomérique de levure pCT300 (Wellinger et al., 1993) 
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(digéré par EcoRI) marquée par extension d'amorces aléatoires (Feinberg 
et Vogelstein, 1983), ajoutée dans la solution d'hybridation (50% 
formamide, 5x SSC, 1 x Denhardt's, 1 mg/ml ADN de sperme de hareng, 
2% SOS, 0.5% de lait en poudre dans l'eau stérile). Ensuite, la membrane 
est lavée avec la solution 2X SSC pendant 20 min à température pièce. 
Puis, deux lavages de 30 min à 55°C sont effectués avec une solution 
composée de 0,1X SSC et 0,1% SOS. 
Isolation d'ARN et Northern Blot 
Des cultures liquides de 5 ml dans un milieu approprié ont été 
poussées à 30°C. Les cellules ont été centrifugées à 13,000 x g et rincées 
à l'eau bidistillé stérile. L'ARN total a été extraite par la méthode des billes 
de verre et phénol/chloroforme décrit dans (Rose et Broach, 1990). 
Brièvement, les cellules sont lavées deux fois dans 20 ml de tampon 
LETS froid (0,1 M LiCI, 10 mM Na2EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 7.4, 0,2% 
SOS). Le culot des cellules est ensuite resuspendu dans 300 µL de 
tampon LETS froid et 300µL de phénol/chloroforme. 5-1 Og de billes de 
verre sont ajoutées et les cellules sont brisées par dix rondes alternées : 
30 sec vortex, 30 sec sur glace. Le liquide est récupéré et les billes sont 
lavées avec 200 µL de LETS froid. Le liquide est ensuite centrifugé 5 min 
à 4°C, la phase aqueuse est récupérée. 400 µL de phénol/chloroforme 
sont ajoutés, puis après centrifugation, la phase aqueuse est gardée et 
400 µL de chloroforme est ajouté. La phase aqueuse est encore une fois 
recueillie et l'ARN est précipité grâce à de l'éthanol salé 70% au LiCI. Puis, 
après centrifugation, le culot est précipité et resuspendu dans l'eau 
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bidistillé stérilisé traité au DEPC (Sambrook et al., 1989). La concentration 
de l'ARN est déterminée par spectrophotomètre à D.O. (260 nm). La 
valeur obtenue est ensuite divisé par 40 pour avoir une concentration en 
µg/µI (Sambrook et al., 1989).15 µg d'ARN total sont séparés sur un gel de 
polyacrylamide/8M urée 4% et transféré sur membrane de nylon 
(Amersham Hybon N+) par transfert en champs électrique à 1 OOV durant 
24h. Ensuite, la membrane a été irradiée aux rayons U.V. et colorée au 
bleu de méthylène pour visualiser la présence des ARNr 18S et 25S afin 
de s'assurer de la qualité du transfert. Les ARNs étudiés ont ensuite été 
observés grâce à l'hybridation à 55°C d'une sonde composé des locus des 
différents homologues de TLC1 (Dandjinou et al., 2004) marqué par 
extension d'amorces aléatoires (Feinberg et Vogelstein, 1983). Les 
différentes sondes ont été incubées en même temps lors de l'hybridation 
dans la solution d'hybridation (0,6M NaCI, 0, 12M Tris-HCI, 0,008M EDTA 
0,25 mg/ml ADN de sperme de hareng, 0, 1 % SOS, 1 OX Denhart's). La 
membrane a été lavée dans la solution de lavage (0, 75M Na Cl, 0, 15M 
Tris-HCI, 0,01 M EDT A, 0, 1 % SOS) 2 fois 20 min à 55°C. La membrane est 
ensuite exposée dans une cassette avec un autoradiogramme à -80°C. 
Oligonucléotides Séquences 5'-3' Souches des ARN 
BYTLCl 66REV CGATIAAGCAAACGCAAC S. cerevisiae 
PARA TLC 166REV CAACT AAGCAAACGCAAC S. paradoxus 
CARITLCl 66REV CAACT AAGCAAACGCGAC S. cariocanus 
MIKATLC 166REV GCT AGAAAGCAAATGT AAC S. mikatae 
KUDRTLCl 66REV CT AGT AACTAAACGTGAC S. kudravzevii 
Tableau 2. Ollgonucléotides utlllsés pour les extensions d'amorces afin de déterminer 
l'extrémité 5' des ARNs des souches des «sensu stricto ». 
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Détermination de l'extrémité 5' des ARNs par extension d'amorces 
Des amorces spécifiques pour chacun des ARNs homologues de 
TLC1 qui s'hybrident à environ 20 nt de l'extrémité 5' (relatif à l'extrémité 5' 
de S. cerevisiae), sont radiomarquées au y-32P ATP avec la T4 PNK à 
37°C, tel que décrit dans (Dionne et Wellinger, 1996). Les amorces 
utilisées sont détaillées dans le Tableau 2. 1) D'abord, 2 pmol de ces 
amorces sont hybridées à 5-15 µg d'ARN total de levure à 65°C 5 min, 
puis à 37°C pendant 30 min dans un tampon (0,625M Tris-HCI pH 8.0, 
8, 75mM KCI) dans un volume final de 7 µI. 2) Ensuite, 3 µI de la réaction 
d'hybridation (1) est ensuite mélangé à 0,5 µI de tampon (1,25M Tris-HCI 
pH 8.0, 17,5mM KCI), 0,5 µI de OTT, 1 µI MgCl2, 0,5 µI d'un mélange de 
dNTP à 2,5mM, 0,25 µI 1 mg/ml Actinomycine D, 0,25 µI de reverse 
transcriptase (Roche). Le mélange (2) est incubé à 42°C durant 40 min 
pour l'extension des amorces. 3) Après l'incubation à 42°C, les produits 
d'extensions (2) sont ensuite traités 10 min à 42°C à la RNAse A (1 µI 
EDTA 0,5M, 1 µI RNAse A 10mg/ml) et 10 min à 42°C à la protéinase K (5 
µI SOS 0,2%, 1 µI protéinase K 10 mg/ml). Les produits (3) sont précipités 
à l'éthanol salé 70% au NaAc 3M. 2,5 µI des produits sont analysés sur gel 
de polyacrylamide/8M urée 8% à 45W en parallèle avec une réaction de 
séquençage par la méthode de terminateur de chaînes de Fred Sanger. 
Cette réaction est conçue avec le même oligonucléotide que la réaction 
d'extension d'amorces sur le clone approprié de façon à déterminer au 
nucléotide près l'extrémité 5' (Référé dans Sambrook et al., 1989). Comme 
contrôle positif, un transcrit d'ARN sens, débutant à la position -122 dans 
le locus de l'ARN TLC1, a été utilisé. Le plasmide utilisé est le SLB010 
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digéré par Sali (NEB) selon les conditions du manufacturier. Le transcrit 
d'ARN a été synthétisé à l'aide du produit Megascript T7 kit (AMbion). 
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Résultats 
Les gènes isolés comme étant des homologues de TLC1 sont 
exprimés. Afin d'effectuer une analyse phylogénétique, un certain nombre 
de souches ont été identifiées dans lesquelles les séquences d'ARN sont 
suffisamment semblables pour être alignées, mais assez divergentes pour 
obtenir un bassin important de covariations. Alain T. Dandjnou a isolé les 
différents gènes par amplification dans les gènes situés de part et d'autre 
des homologues de TLC1 (Dandjinou et al., 2004). En effet, la divergence 
dans les séquences à travers l'évolution est beaucoup moins grande chez 
les gènes qui encodent pour une protéine que pour un ARN (Cliften et al., 
2001). La méthode d'amplification s'est avérée très efficace (voir données 
supplémentaires dans Dandjinou et al., 2004). Il fallait ensuite vérifier si 
ces séquences étaient bel et bien des homologues de TLC1. Nous avons 
donc premièrement déterminé si ces gènes étaient exprimés, et ce par 
buvardage de type Northern. Donc, l'ARN total des souches a été extraites 
par méthode de billes de verre, séparé sur gel de polyacrylamide et 
transféré sur membrane qui a été hybridé avec l'ADN des locus des 
différents homologues de TLC1 isolées par PCR. Les différentes sondes 
ont toutes été hybridées en même temps sur la même membrane (Figure 
9). Premièrement, une bande majeure a été détectée, confirmant 
l'expression du gène. Deuxièmement, la taille des bandes détectée dans la 
deuxième piste est très similaire à celle de l'ARN de TLC1 déterminée 
précédemment. De plus, la bande majeure détectée dans les autres pistes 
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poly(A)+ ~ 
poly(A) - -../ 
Jjgure_9_ Expre.sslon des dJfférents ARNs homologues à tlCl des so.uc.hes. des «sensu 
stricto 11. ARN total des souches de« sensu stricto» migré sur gel de polyacrylamide 43, puis 
transféré sur membrane et hybridé avec des sondes spécifiques pour chaque homologues 
de TLCl . Chaque piste du gel est identifiée avec le nom des souches d'où provient l'ARN. 
Lo souche sans gène TLC 1 (tic 1 Li) démontre bien que I' ARN -n'y est pas -exprimé (con-trô!e 
négatif) . 
est sensiblement à la même taille , suggérant fortement que les gènes 
amplifiés sont probablement des homologues. Par ailleurs, la taille des 
bandes correspond habilement à la longueur des gènes isolés déterminé 
subséquemment par séquençage. Par ailleurs, une légère bande apparaît 
juste au-dessus de la bande majeure dans les pistes pour les ARNs des 
souches de S. cerevisiae S288C, S. paradoxus, S. cariocanus S. 
k-tJ-dr-i-a-vz-e-vii et S. bayan-us. U a été -démontré chez S. cer-ev-isi-ae que -c-ette 
bande correspond à une forme allongée et polyadénylée de TLC1 
(Chapon et al. , 1997). Par contre, cette bande n'est pas visible pour les 
ARNs des souches de S. œrevisiae SK1 et S. mikatae. Cependant, 
aucune autre expérience n'a été réalisée afin de confirmer cette 
hypothèse. 
La plupart des ARN homologues sont en mesure d'effectuer les 
fonctions de TLC1 . Dans le but de confirmer que les gènes amplifiés 
-é-taien-t -des homologues fooctionnels de TLC 1, nous avons entrepris des 
tests de complémentation dans la levure. En effet, la phylogénie est basée 
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sur le fait que des ARNs qui possèdent les mêmes fonctions, devraient 
avoir inévitablement la même structure. Dans un premier temps, les 
-dt:fféfentes séquences ont été clonées dans un vecteur centromérique en 
amont du terminateur de transcription du gène ADH1 afin d'éviter toute 
transcription qui pourrait êtr~ -générée .par .1e -plasmide. Les .plasmjdes 
contenant les différents homologues ont donc été transformés dans une 
souche hétérozygote pour TLC1 et RAD52, ce dern4er ~mpliqué dans la 
voie de recombinaison homologue (Le et al. , 1999). Une fois les souches 
sporulées et les spores séparées, celles contenant la double délétion a~nsJ 
que le plasmide, ont été passées jusqu'à 1 OO générations. Par exemple, le 
contrôle positif est en ~sure de pousser au-delà de 60 générations, 
tandis que le contrôle négatif, la souche avec le plasmide seul , meurt 








• ' • • ' 




40G 60G 80G lOOG 
Figure 10. Contrôles de complémentatlon des homologues de TLCl dans la souche S. 
cerevisiae S288C. Le contrôle positif, la souche ayant le plasmide avec le gène TLCl est en 
mesure de pousser jusqu'à lOOG. Par contre, le contrôle négatif, le plasmide sans 
homologue de TLCl . meurt autour de 40-60G . 
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En ce qui concerne la plupart des différents homologues, ils ont été 
en mesure de dépasser le point critique de sénescence et ont réussis à 
atteindre les 1 OO générations, excepté pour le locus dérivé de S. bayanus 
(Tableau 3). La perte du plasmide par passage sur 5-FOA confirme que la 
complémentation est dépendante du plasmide pour chacune des souches 
qui ont poussées au-delà de 1 OO générations (Tableau 3). Afin de vérifier 
l'efficacité des différents homologues à pouvoir remplacer les fonctions de 
TLC1, nous avons déterminé leur capacité à maintenir la longueur des 
télomères à 20G et 1 OOG suite aux passages de complémentation. En 
effet, l'analyse de la taille des télomères pourra nous indiquer de façon 
plus préçise la capacité des différents homologues à maintenir la fonction 
de TLC1. Des télomères de la même longueur que ceux des souches de 
type sauvage indique que l'ARN n'a aucun difficulté à remplir ses 
::: 
"' "' <l> <l> :> c ::> "' <l> "' .Q .Q X "' ::> .Q 0 ::> <l> '>! ::> c 
"§ ·s; <Il ·~ c 0 c :g "tJ 0 êi 0 0 0 ~u ~ 0 ·c: ·c: <Il ~<Il .... u ~ "tJ ::.. .2 c ~~ <l> 0 0 ::> 0 <Il u- Q ·c: E ..\<'. _Q "' (.'.) .N O"Q -~ vi 8 0 (/) VJ a:::·:;: (/) VJ vi vi vi vi vi Q 
20G ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
40G ++ +/- ++ ++ ++ ++ ++ + ++ 
YC-ura 60G ++ ++ ++ ++ ++ ++ +/- ++ 
SOG ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
lOOG ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
FOA 20G +/- +/- +/- + + +/-
40G 
YC-leu-trp 
+/- +/- +/- +/- +/- +/-
60G 
Tableau 3. Complémentatlon des homologues de TLCl dans la souche S. cerevisiae S288C. 
Les souches de S. cerevisiae délétées de TLC 1 et RAD52 contenant un plasmide avec un 
gène homologue à TLCl ont été poussées jusqu'à 1 OO générations sur milieu solide YC-ura. 
Les cellules ont ensuite été passées sur milieu 5-FOA, puis sur YC-leu-trp afin de s'assurer de 
la dépendance du plasmide pour la complémentation. Un plasmide contenant TLCI est 
utilisé comme contrôle positif tandis qu'un plasmide vide est utilisé comme contrôle 
négatif. Légende : ++ : bonne croissance (similaire au contrôle positif) ; + : croissance 
légèrement inférieure au contrôle positif; +/-: croissance difficile, cellules en sénescence ; -
: absence de croissance. 
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fonctions. Par contre, des télomères plus courts démontre une lacune 
dans les fonctions de la télomérase. L'homéostasie de la longueur des 
téJomèr-e a été visualisée grâce à un buvardage de type Southern (Figure 
11A et B). En effet, des cultures liquides ont été conçues à partir des 
-colonies aux passages 20 et 100. Ensuite, l'ADN -génomique a été -extrait 
par méthode de billes de verre et digéré par l'enzyme Xhol afin de libérer 
-les fragments terminaux de restriction (TRFs). L'ADN a été séparé sur gel, 
puis transféré sur membrane qui a été incubée avec une sonde 










Figure 11. Longueur des TRFs des souches complémentées .par les homologues de TLCl 
dans une souche S. cerevisiae S288C. L' ADN des souches S. cerevisiae délétées de TLC 1 et 
RAD52 comprenant un plasmide avec les différents homologues de TLC 1, digéré avec 
l'enzyme Xhol et migré sur gel 1% et hybridié avec une sonde télomérique. (A) ADN des 
souches extrait o toutes les 28 et 108 générations. Piste l : Mar-queur de poids moléculaire l 
kb ladder, piste 2: contrôle négatif, pistes 3-4: S. cerevisiae S288C (contrôle positif), pistes 
5-6: S. paradoxus pistes 7-8: S. cariocanus, pistes 9-10: S. mikatae, pistes 11 -12: S. 
pastorianus. (B) ADN des souches extrait à toutes les 20 générations jusqu'à 108 
générations. Fiste 1 : Marqueur de poids moléculaire l l::b ladder, piste 2 : conlrole négatif, 
pistes 3-4 : S. cerevisiae (contrôle positif), pistes 5-9 : S. kudriavzevii. 
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Fig. 11), poussée aux environs de 20 générations, démontre des TRFs 
très courts. La souche contrôle avec TLC1 (pistes 3-4, Fig. 11 ), exhibe des 
TRFs de type sauvage, soit d'une taille se situant autour de 1,3 kb. Par 
contre, les souches avec les homologues ont des TRFs de longueurs 
inférieures à celle du contrôle positif, suggérant une complémentation 
incomplète. La souche avec l'ARN de S. mikatae (pistes 9-10, Fig. 11A) 
possède des TRFs plus courts que celles avec l'ARN de S. cerevisiae, 
mais légèrement supérieurs à ceux des autres souches. Par contre, en 
accord avec l'absence de sénescence, le maintien de la longueur semble 
d'ailleurs plutôt stable à travers les générations (Figure 11 B). 
Détermination des extrémités des ARNs homologues. La phylogénie 
est dépendante d'un alignement adéquat des diverses séquences utilisées 
pour l'étude. En vue d'avoir un alignement approprié, il est nécessaire de 
déterminer ou débutent et se terminent les ARNs des homologues. 
Des extensions d'amorces ont été effectuées pour identifier 
l'extrémité 5' des ARNs. Les expériences ont été fait en triplicata pour 
chacun des ARNs. Le 5' de l'ARN de TLC1 est similaire à celui proposé 
précédemment (Singer et Gottschling, 1994) (Figure 12). L'extrémité des 
ARNs des souches de S. paradoxus et S. cariocanus sont identiques à 
TLC1 (Figure 13). Par contre, pour les ARNs des souches telles S. 
mikatae et S. kudriavzevii, l'extrémité 5' est légèrement plus en amont. 
L'extrémité 5' de l'ARN homologue de chez l'espèce S. paradoxus, semble 
être plutôt faible et sur le gel présenté, plusieurs bandes de dégradations 
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Figure 12. Détermination des extrémités 5' des ARNs chez les souches « sensu stricto ». 
Schéma des expériences pour la détermination de l'extension 5' des ARNs. Une réaction 
d'extension ainsi qu'une réaction de séquençage sont migrées sur un gel de 
polyacrylamide. Un transcrit d 'ARN sens est aussi ajouté comme contrôle. 
A B c D E 
123 ACGT12 
.... 
S. cerevisiae S. paradoxus S. cariocanus S. mikatae S. kudriavzevii 
F S. cerevisiae BY CTTTTAGTGTGATTTTTCTGGTTTGAGAATAAAACTA-GAGAGGAAG 
S. cerevlsiae SKl CTTTTAGTGTGATTTTTCTGGTTTGAGAATAAAAATA-GAGAGGAAG 
S. paradoxus CTTTCAATACGACTTATCCGGTTCGAGAATACA-CTA-CAAAGGAAG 
S. cariocanus CTTTCAGTGCGACTTATCCGGTTTGACAATACA-CTA-TAGAGGAAG 
S. mlkatae TCCTCAATAGTAGTTCTCCAATAGGGGCATGCG- CTA-ATGAGGAAG 
S. kudriavzevil NTTTCAAAACAGACCATCCGATCGAAGCATGCG- CTT-ATGAGGA-G 
Figure 13. Extrémités 5' des ARNs chez les souches «sensu stricto». (A) Réaction de 
séquençage (pistes A,C,G,T) et d'extension d'amorce pour l'ARN TLCl, mis sur gel de 
polyac rylamide 83. Piste 1 : contrôle sans ARN, piste 2: contrôle d' ARN sens, piste 3: 
réaction d'extension pour l'ARN TLCl. Résultats d'extension d'amorce pour les ARNs de (B) 
S. paradoxus (C) S. cariocanus (D) S. mikatae (E) S. kudriavzevii. Les flèches indiquent le 
signal de l'extrémité 5' des ARNs étudiés. (B-E) La piste 1 représente le contrôle sans ARN, 
piste 2 la réaction d'extension pour les ARNs homologues de TLC l. (F) Résumé des 
différentes extrémités 5' des ARNS obtenus par extension d'amorces sur les ARNs des 
différentes souches des «sensu stricto». Les nucléotides représentant l'extrémité 5' sont 
indiqués en vert. 
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semblent être observées. Cependant, la légère bande est le premier signal 
observé sur le gel à partir du haut et, de plus, concorde avec le +1 de 
l'ARN de TLC1. Pour cette raison, nous avons défini cette bande comme 
étant l'extrémité 5' de l'ARN homologue chez S. paradoxus. Étant donné 
que la plupart des souches ont le même +1 que TLC1, c'est celui-ci qui a 
été utilisé pour aligner les séquences pour la détermination de la structure. 
L'extrémité 3' quant à elle a déjà été déterminée précédemment 
(Bosoy et al., 2003). A l'aide de cette étude, nous avons pu observer que 
seulement quelques nucléotides séparaient l'extrémité 3' du site Sm. La 
conservation à 100% du site Sm entre les séquences a permis d'utiliser ce 
site comme point d'ancrage pour l'alignement à l'extrémité 3'. 
Finalement, l'alignement des séquences ainsi que les études de 
covariations ont été effectués manuellement par Alain T. Danjinou et grâce 
à des outils bioinformatiques basés sur la prédiction d'hélices 
thermodynamiquement stables. De plus, des études biochimiques ont 
confirmées les résultats obtenus antérieurement (voir annexe Dandjinou et 
al., 2004). La structure secondaire de TLC1 ainsi prédite est composée de 
sept hélices principales organisées autour d'un domaine central (1-Vll) 
(Figure 14). Les hélices 1 à VI sont toutes reliées au domaine central, 
tandis que l'hélice VII est jointe à l'hélice 1 par une région simple-brin. La 
majorité des hélices sont séparées en segments. Les extrémités 5' et 3' 
sont situées à proximité, caractéristique retrouvée chez la plupart des 
ARNs non-codant chez la levure (Yeh et Lee, 1992). L'ARN de TLC1 peut 
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être divisé en trois régions fonctionnelles. La première est le core central 
comprenant la matrice et les hélices 111 , IVa-IVc, V et IV qui sont en 
mesure de lier les protéines Est2p et Est1 p, essentielles à l'activité in vivo 
de l'enzyme (Lingner et al. , 1997). Les hélices V et VI formeraient 
hypothétiquement un pseudonoeud pour l'association de la sous-unité 
catalytique. La deuxième région est composée des segments lla-lld. Une 
tige-boucle du segment lie a été démontré pour lier le complexe YKu 
(Peterson et al. , 2001). La troisième région constituée des segments VIia-
VIIe est séparée du domaine central par l'hélice 1 et aurait probablement 
un rôle dans la maturation et la localisation de l'ARN. 
Site de IVe 
liaison 'il 
















Figure 14. Modèle proposé pour la structure secondaire de l'ARN de la télomérase chez la 
levure S. cerevlsiae. Structure secondaire de TLC l obtenue par analyse phylogénétique. La 
structure possèd e 7 hélices (1 à VII). qui peuvent être compartimentées en segments (a à 
d ). Les sites de liaison à Estl p, Est2p, YKu et les protéines Sm sont indiqués ainsi que la région 
matrice. 
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Chapitre Il 
• Recherche de mutants sensibles au froid dans le but d'étudier 
la structure tridimentionnelle de I' ARN de la télomérase chez S. 
cerevisiae. 
Préambule 
Dans le chapitre précédent, un modèle de la structure secondaire 
de la télomérase a été proposé. Ce modèle suggère l'existence de divers 
éléments au sein de la structure tels des hélices ainsi que des segments. 
Afin d'étudier la structure tertiaire des ARNs ainsi que des interactions 
intramoléculaires, la génération de mutants thermosensibles peut être une 
excellente méthode. L'ARN de TLC1 est très grand (soit -1 300 nt) et 
seules certaines régions sont capitales pour le bon fonctionnement de 
l'enzyme. Donc, la génération de mutants thermosensibles peut nous 
permettre d'identifier les interactions importantes pour les différentes 
fonctions. En effet, la température de croissance des cellules peut affecter 
la dynamique des interactions entre les nucléotides. Une méthode qui a 
fait ses preuves afin d'évaluer la structure tertiaire pour l'ARN U2 est de 
produire des mutations dans une molécule d'ARN et d'observer sa 
croissance à 18°C ainsi qu'à 30°C (Zavanelli et al., 1994). A faible 
température, les interactions entre les molécules deviennent plus stables. 
Donc si une ou plusieurs mutations provoque une consolidation de 
certaines liaisons qui doivent être dynamiques, on devrait observer un 
arrêt ou un ralentissement de la croissance des cellules à 18°C, 
comparativement à 30°C, où l'on devrait constater une croissance tout à 
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fait normale (Zavanelli et al., 1994). Afin d'observer une sénescence 
rapide à 18°C, nous avons délété un autre gène, soit YKU70. La double 
délétion de tlc1 L1 et Yku70L1 provoque une sénescence plus rapide des 
cellules que le double mutant tlc1 L1 rad52L1. En effet, la délétion de TLC1 
ainsi qu'une des composantes du complexe YKu?0/80, provoque la 
sénescence des cellules autour de 10-20 générations (Gravel et al., 1998) 
au lieu de 40-60 générations pour les souches tlc1 L1 rad52L1 (Le et al., 
1999). 
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Objectif spécifique 
Afin de déterminer des éléments de la structure tertiaire ainsi que 
les interactions intramoléculaires critiques, la génération de mutants 
sensibles au froid peut contribuer à augmenter nos connaissances sur 
l'ARN de TLC1. Pour créer un bassin de mutants susceptibles d'être 
sensible à la température, j'ai mis au point une technique de mutagénèse 
qui permet d'obtenir un nombre de mutations adéquats. Après avoir créé la 
librairie de mutants, plusieurs milliers de clones ont pu être testés in vivo. 
Chapitre Il :Criblage de mutants sensibles au froid 52 
Matériel et méthodes 
Souches et plasmides 
Les souches utilisées pour le criblage de mutants sensibles au froid 
est dérivé du croisement de CSHY76 (MATa ade2 ura3 /eu2 his3 trp1 
tlc1 ::LEU2) provenant du Dr. C. Greider (Le et al., 1999) et de KRY36-6L 
(MATa ade2(-1 or -101) adeB-18 ura3-52 trp1LJ1 /eu2LJ-RC his3LJ200 
yku70LJ ::HIS3) donnant la souche NLE001 (tlc1 ::LEU2 yku70LJ ::H/S3 ). 
Une double mutation TLC1 et HDF1 (ou YKU70) provoque la sénescence 
des cellules autour de 10-20 générations, rendant l'identification de 
mutants assez rapide (Gravel et al., 1998). Étant donné que la délétion de 
YKU70 occasionne des télomères plus courts (Porter et al., 1996). De ce 
fait, la longueur des télomères des clones sensibles au froid a été 
observée dans la souche RWY12 (Mata ura3-52 lys2-801 ade2-101 trp1-
LJ63 his3-LJ200 /eu2-LJ1 tlc1 ::LEU2). 
Dans cette étude, le plasmide pADCEN36, décrit dans le chapitre 1, 
a été utilisé pour remplacer l'allèle endogène de TLC1 et garder la souche 
NLE001 en vie. Le marqueur nutritionnel URA3 sur le plasmide va 
permettre la réjection de celui-ci par passage sur milieu 5-FOA. Le 
plasmide qui va contenir l'allèle de TLC1 mutée est pTLC1TRP. Ce 
plasmide est dérivé de pRS314 (Sikorski et Hieter, 1989) et contient le 
marqueur nutritionnel TRP1 ainsi que TLC1. Des mutations ont été créées 
dans l'allèle de TLC1 par PCR comme décrit plus bas. 
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Mutagénèse par PCR et dlTP 
L'intégration de mutations dans l'allèle de TLC1 s'est fait par 
l'introduction de dlTP (désoxyinosine triphosphate) par PCR (Polymerase 
Chain Reaction) (Modifié de (Spee et al., 1993)). Les molécules dlTP 
peuvent être introduites de façon aléatoire durant la réaction de PCR. Lors 
d'une seconde ronde de synthèse, n'importe quel nucléotide peut être 
incorporé à l'opposé du dlTP. On obtient alors des bases complètement 
différentes de la séquence initiale. Afin d'augmenter le taux de 
mutagénèse, plusieurs rondes de PCR incluant des dlTP ont été fait et la 
concentration de Magnésium (Mg) a été modifiée et du Manganèse (Mn) a 
été ajouté. Voici les différentes étapes effectuées afin d'avoir suffisamment 
de mutations pour le criblagle. 
o A -Première ronde de PCR. Le PCR a été effectué avec les amorces 
5'CTTCCTCTTTAGCAA TGGTGAC3' et 
5'AACCGAATTCGGGAAGGTAAATACC-ACC3' avec 10 mM de dlTP, 6 
mM de MgCl2, 0,3 mM de MnCl2, 12 µM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM 
dGTP, 10 mM dTTP, 1/10 volume du tampon 10X sans MgC'2 fourni par la 
compagnie (500 mM Tris-HCI, 1 OO mM KCI, 50 mM (NH4)2S04, pH 8.3) et 
2U de Fast Start Taq (Roche). Afin d'augmenter l'efficacité de 
mutagénèse, la diminution de la concentration d'un nucléotide est 
recommendé. Dans notre cas, nous avons opté pour les dATPs étant 
donné que l'ARN de TLC1 est riche en A et T. Le programme du PCR 
comporte les étapes suivantes : 94°C durant 2 min, puis 94°C :30sec, 
51°C :30 sec, 72°C : 1,30 min répété 20 à 25 fois, terminé par 4 min à 
72°C. 
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o 8 -Deuxième ronde de PCR. Le produit de PCR obtenu en (A) a été 
purifié sur gel d'agarose 1 % et l'ADN a été extrait à l'aide de colonnes 
d'extraction de gel (Qiagen). Le 28 PCR a été fait avec une amorce située 
plus à l'intérieur du gène que l'autre précédemment 
5'CTTCCTCTTTAGCAATGGTGAC3' et 5'ATTTGTATATTGTATATTC-
TAAAAAGAAGAAGCC3'. Les conditions de ce PCR sont les mêmes que 
décrit par la compagnie, c'est-à-dire avec 10 mM de chacun des dNTP et 
aucune trace de dlTP ainsi que de MnCl2. 
o C -Troisième ronde de PCR. Ce PCR ressemble beaucoup à la 
première ronde de PCR sauf que le temps d'hybridation des amorces à 
51°C durant la réaction de PCR est de 30 min au lieu de 30 sec! 
o D -Quatrième ronde de PCR. Le produit de PCR obtenu en (C) a été 
purifié sur gel et la réaction de PCR a été performée comme en (C). Le 
nombre de mutations estimé à ce stade est d'environ 5 mutations/ kb. 
Clonage et transformation dans les bactéries 
Les produits de PCR obtenu en (D) ainsi que le plasmide 
pTLC1TRP ont été digérés par les enzymes Stul et Nsil (NEB) utilisant les 
tampons fournis et conditions décrit par la compagnie. Les fragments 
désirés ont été purifié sur gel d'agarose 1 % et l'ADN a été extrait à l'aide 
de colonnes d'extraction de gel (Qiagen) selon les instructions du 
fabriquant. Les produits de PCR digérés ont été ligués dans le plasmide 
pTLC1TRP, digéré avec les mêmes enzymes, à l'aide de la T4 ligase. 
Cette enzyme est produite sur le département de Microbiologie et 
d'lnfectiologie par Catherine Desrosiers en utilisant le plasmide pUV5-
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G1 S. Ces préparations ont démontré une plus grande efficacité qu'une 
enzyme produit commercialement (données non-montrées). La réaction de 
ligation contenant 150 ng d'ADN du vecteur, 50 ng d'ADN d'insert, 1 µL de 
tampon de ligase (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP, 
10 mM Dithiothreitol, 25 µg/ml BSA), 400U de ligase dans un volume final 
de 10 µL a été incubé à 23°C durant 24h. Le produit de ligation est ensuite 
transformé dans des cellules bactériennes (DH5a) chimiocompétentes 
préparées selon (lnoue et al., 1990). Brièvement, les cellules sont 
cultivées à 23°C dans 250 ml de SOB (0,5% yeast extract, 2% tryptone, 
10 mM Na Cl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl2, 10 mM MgS04) jusqu'à ce que la 
culture atteigne une D.O. Boonm entre 0,4-0,6. Les cellules sont ensuite 
refroidies sur glace 1 O min et centrifugées à 4000 x g 10 min à 4°C. Le 
culot est lavé avec 80 ml de TB froid (10 mM PIPES, 15 mM CaC!i, 250 
mM KCI, pH 6.7). Les cellules sont encore centrifugées à 4000 x g 10 min 
à 4°C puis resuspendues dans 5 ml de TB contenant 350 µL de DMSO 
froid. Les produits de ligation sont transformés dans les cellules selon 
(Sambrook et al., 1989). Sommairement, 1 µL de ligation est ajouté à 100 
µL de bactéries et laissé sur glace pour 30 min. Ensuite, les cellules sont 
mises à 42°C pour 2 min, sur glace pour 2 min et 900 µL de LB (Sambrook 
et al., 1989) est ajouté. Par la suite, les cellules sont incubées 20 min à 
37°C et étendues sur des pétris LB contenant 1 µg/µI d'ampiciline. Le 
nombre de transformants nécessaires évalué pour qu'avec 5 mutations/ kb 
on puisse couvrir au moins une fois chaque nucléotide est de 20 000. 
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Minipréparation d'ADN plasmidique de bactéries 
L'isolation d'ADN plasmidique des bactéries a été effectuée par 
méthode de colonnes (Qiagen). L'extraction a été effectuée selon le 
manufacturier. 
Transformation et criblage de la librairie de mutants 
La librairie de clones mutants est transformée dans la souche 
NLE001 par la méthode très efficace à l'acétate de lithium (Gietz et al., 
1995). Le nombre de transformants obtenus a été considéré en fonction du 
nombre de mutants obtenus lors de la ligation, soit 20 000. Les levures 
transformées (NLE001) contenaient déjà le plasmide pADCEN36 afin de 
maintenir la croissance des cellules. Après introduction des plasmides 
pTLC1TRP possédant les allèles de TLC1 mutés aléatoirement, les 
cellules ont été mis sur milieu YC-trp à 30°C (Sambrook et al., 1989) pour 
garder le nouveau plasmide. Puis, les cellules ont été répliquées par la 
méthode du velours sur milieu 5-FOA-trp afin de se départir du plasmide 
pADCEN36 contenant l'allèle de type sauvage de TLC1 et de garder 
pTLC1TRP. La technique de répliqua de velours consiste à prendre un 
pétri qu'on presse sur un velours afin de laisser une certaine quantité de 
cellules. Puis, avec un nouveau pétri, il est possible de récupérer un 
certain nombre de ces cellules juste par pression. Les répliqua ont donc 
été fait sur 2 pétris 5-FOA-trp dont un à été mis à 18°C et l'autre à 30°C 
afin de vérifier la thermosensibilité des mutants (Figure 15). 
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Croissance par dilution en série (spot tests) 
Les cellules ont été poussées en milieu liquide sélectif à 30°C pour 
qu'elles atteignent une 0.0. aaonm entre 0,6 et 1,0. Des dilutions en série 
sont ensuite effectuées (dilutions successives 1/10) et 3 µI ont été déposé 
sur milieu sélectif approprié. Les dilutions sont effectuées de façon à ce 
que entre les différents points disposés sur les pétris, on retrouve 10 à 
10 000 cellules. 
Préparation de l'ADN et analyse de la longueur des télomères 
Les clones sensibles au froid ont été transformés dans la souche 
RWY12. L'extraction de l'ADN génomique ainsi que l'analyse de la 
longueur des télomères a été fait comme décrit précédement (Matériels et 
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Figure 15. Schéma du criblage des mutants sensibles au froid. Les cellules haploïdes ayant 
la délétion pour tlc1Ll et YkulOLl contiennent le plasmide pADCEN36 (TLCI, URA3 ). La 
plasmide avec le gène TLC 1 muté est ensuite transformé et mis les cellules sur milieu YC-
trp. Les colonies obtenues sont par la suite répliquées sur milieu FOA-trp à 18°C et à 30°C 
pour s'assurer de la perte du plasmide pADCEN36. Les mutants recherchés devraient 
sénescer à l 8°C tandis que celles à 300C devraient survivre. 
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Résultats 
Création d'une librairie de mutants. Afin d'étudier la structure 
tridimentionnelle de l'ARN de la télomérase, la création d'un criblage de 
mutants sensibles au froid peut être un moyen efficace d'élargir nos 
connaissances sur les possibles interactions intramoléculaires. En effet, ce 
type de criblage a déjà su faire ses preuves avec d'autres ARNs tel U2 
(Zavanelli et al., 1994). Cependant, l'ARN de TLC1, contrairement à U2, 
est considérablement plus grand, faisant en sorte que la structure peut 
être beaucoup plus flexible. De ce fait, un nombre plutôt élevé de 
mutations doivent être inséré dans l'ARN afin d'être en mesure de 
visualiser un phénotype de thermosensibilité. Plusieurs méthodes de 
mutagénèse ont été testées pour effectuer des mutations dans TLC1. 
Cependant, la plupart des méthodes expérimentées ont données un 
nombre insuffisant de mutations (Tableau 4). La méthode de mutagénèse 
par PCR incluant des dlTP s'est avérée à être la plus prometteuse. Pour 
cette méthode, une première ronde de PCR a été effectuée avec des dlTP 
(A: voir Matériel et Méthode). La deuxième ronde de PCR doit ensuite se 
faire sans dlTP afin de permettre l'incorporation de n'importe quel autre 
nucléotide à la place 
Méthode de mutagénèse 
Bactéries XL 1-Redl 
Chimique (Hydroxylamide)2 





1 (Greener et Cal/ahan., 1994) 2(Freese et al., 1961) 3(Spee et al., 1993) 
Tableau 4. Fréquences de mutations à l'ADN avec différentes méthodes de mutagénèse. 
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des dlTP. Par contre, ce type de PCR est très difficile à rendre efficace et 
plusieurs stratégies ont été essayées afin d'obtenir des bandes lors du 
PCR. Donc, en premier lieu pour obtenir un produit de PCR satisfaisant, le 
produit initial a été purifié sur gel afin de se débarrasser des dlTP ainsi que 
des produits de PCR intermédiaires. De plus, l'utilisation d'amorces plus à 
l'intérieur du gène a nettement amélioré l'efficacité du PCR (8) (Figure 16). 
Afin d'augmenter d'avantage le nombre de mutations, une deuxième ronde 
de PCR avec des dlTP (3e ronde de PCR au total) a été effectuée. Par 
contre, cette fois le fait de prendre une amorce plus vers l'intérieur du gène 
n'a pas su donner des résultats satisfaisants. La méthode qui s'est avérée 
la plus efficace, pour des raisons encore inconnues, a été d'effectuer un 
temps d'hybridation durant la réaction de PCR de 30 min au lieu de 30 sec 
(Figure 17 A). Finalement, une deuxième ronde de PCR sans dlTP (4e 
ronde de PCR au total) a été effectuée et encore une fois le produit de 
PCR précédent a été purifié sur gel et le PCR subséquent a été fait avec 
un temps d'hybridation très long (D). Une troisième ronde de PCR 
Slul L, Nsi l 
5' 1 1 3• PCR ronde A 
3' 5' (Avec dlTP) 
TLC l 7 
1 
Stul L. Nsil 
5' 1 1 3• PCR ronde B 3• 5' (Sans dlTP) 
TLC l 7 
Figure 16. Fragments d 'ADN amplifiés lors de la deuxième ronde de PCR (sans dlTP). Afin 
d'obtenir un produit de PCR une amorce plus à l'intérieur d u gène à été utilisé. La 
purification du produit de PCR de la réaction précédente améliore de façon significative 
l'efficacité de la réaction de PCR subséquente (Voir Matériel et méthode sectionB) . 
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avec des dlTP (5e ronde de PCR au total) a été essayée, mais jamais 
nous n'avons pu obtenir des bandes à la taille désirée (Figure 178). Après 
deux rondes de PCR avec des dlTP, le taux de mutations a été estimé par 
séquençage à 5 mutations/ kb. Ces produits de PCR ont ensuite été 
clonés dans le plasmide pTLC1TRP puis transformés dans des bactéries 
pour l'amplification des clones. Les clones ont été produits en bactéries 
dont l'ADN plasmidique a été extrait et transformé dans les cellules de 
levure afin de procéder au criblage. 
Isolation de mutants sensibles au froid. Après avoir transformé tous les 
clones dans la souche de levure, les colonies ont été répliquées sur milieu 
FOA de façon à se débarrasser de l'allèle de type sauvage de TLC1 et 
placées à 18°C et 30°C (voir Matériels et méthodes). Les cellules 
contenant le gène de TLC1 de type sauvage poussées sur milieu YC-trp 
sont en mesure de pousser à 18°C et 30°C (données non montrées). Par 
ailleurs, les cellules en absence de TLC 1, sont incapables de croître 18°C 
mais aussi à 30°C (données non montrées). Des 20 000 clones, 93 ont été 
A B 
se ronde PCR (avec dlTP) 
Figure 17. Résultats des rondes d'amplification par PCR. (A) Amplification de TLCl par PCR 
avec un temps d'hybridation de 30 min au lieu de 30 sec. (B) Incapacité d'effectuer une 
se ronde de mutagénèse par PCR. Le changement d'amorces, la purification du produit 
de PCR sur gel ainsi que l'augmentation du temps d'hybridation n'améliore en rien 
l'amplification. 
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restriées sur milieu FOA-trp afin d'éliminer les faux-positifs , c'est-à-dire les 
cellules qui auraient poussées à 30°C et non à 18°C car elles auraient été 
mal répliquées et non parce qu'elles étaient thermosensibles (Figure 18A). 
Dans un même but, nous avons aussi étalé un nombre décroissant de 
cellules par dilution en série (Figure 188). Le striage des cellules nous 
donne l'occasion d'observer l'aspect général de la croissance des 
colonies, tandis que la croissance par dilution en série nous permet 
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Figure 18. Isolation de mutants sensibles au froid. Isolation d e c lones qui. lors du premier 
criblage (20 000) . semblaient démontrer un phénotype de thermosensibilité. (A) Sur le pétri 
de gauche. les cellules ont été poussées à 18°C. tandis qu'à droite. les cellules ont été 
poussées à 300C. • :indique la position d'un seul mutant sensible au froid sur ce pétri. C+ : 
contrôle positif (cellules contenant le gène TLCI de type sauvage) . Le striage des cellules 
permet de discriminer les faux-positifs du premier c riblage. (B) Croissance par dilution en 
série (spot tests). Dilutions de cellules poussées à 18°C (à gauche) et à 300C (à droite). La 
flèche indique un mutant sensible au froid. Les autres clones sont des faux positifs parmi les 
93 clones isolés lors du premier criblage. C+: contrôle positif (TLC 1 de type sauvage) . 
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un contrôle positif, c'est-à-dire des cellules qui contiennent la version de 
type sauvage de TLC1, a été utilisé. Celui-ci nous donne un point de 
référence pour identifier les mutants qui ont plus de difficulté à pousser à 
18°C par rapport à 30°C. En plus des différentes méthodes d'isolation, le 
contrôle nous facilite alors l'isolation des mutants sensibles au froid. Du 
nombre de 93, 10 ont finalement présentées un réel phénotype de 
thermosensibilité (faible croissance, très petites colonies). Afin de bien 
évaluer la thermosensibilité des clones, nous les avons restriés sur des 
pétris pour nous permettre de mieux observer la croissance des cellules. 
Afin de vérifier que les différents clones thermosensibles affectent la 
fonction de TLC1, nous avons décidé d'analyser la longueur des télomères 
dans une souche délèté de l'ARN TLC1 de type sauvage (RWY12). Les 
souches contenant les clones sensibles au froid ont été poussé à 18°C et 
30°C, et ce, jusqu'à 1 OOG. Nous avons donc observé la tailles des 
télomères des ces souches à 20G et 1 OOG (Figure 19) et ce, pour deux 
clones indépendants (données non montrées). Les clones 1, 2, 3, 10 
(donnés non montrés), 7 et 9, ont des TRFs de la même taille que le 
contrôle positif. Par contre, chez les clones 4, 5, 6 et 8, on observe que la 
taille des télomères semble varier. En effet, la tailles des télomères de ces 
clones poussés à 18°C apparaît plus longue que ceux poussés à 30°C. 
Cette très faible différence de taille entre les deux températures est 
observée autant à 20G qu'à 1 OOG. De plus, le même phénotype est 
observé pour les deux clones indépendants (données non montrées). 
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Nous nous sommes ensuite questionné sur la répartition des 
mutations des clones sensibles au froid . En effet, nous voulions savoir s'il 
y avait une corrélation entre la différence de la taille des télomères et la 
localisation des mutations. Les mutations déterminées par séquençage 
nous montrent dans un premier temps qu'elles se retrouvent dans les 
mêmes régions (tige 11, IV et VII) (Figure 20). De plus, les clones 4, 5, 6 et 
8, qui semblent générer un phénotype télomérique, ont des mutations 
dans une régions très précise au niveau de la tige-boucle lld. Dans un 
même ordre d'idée, les clones 2 et 10, qui ne présentent aucun phénotype 
télomérique, ne possèdent d'ailleurs aucune mutation selon les données 
de séquençage. Le séquençage de clones générés par PCR (positifs ou 
négatifs) , démontre que la méthode de mutagenèse introduit des 
mutations de façon aléatoire, sans site préférentiel (données non 
montrées). 
oc; ~~~~~~ 





Figure 19. Longueur des TRFs des souches complémentées par les mutants sensibles au 
froid . L'ADN des souches S. cerevisiae déiétées de TLC I comprenant un plasmide avec les 
différents mutants sensibles au froid de TLC l , digéré avec l'enzyme Xho/ et migré sur gel 13 
et hyb ridié avec une sonde télomérique. Piste M: Marqueur de poids moléculaire 1 kb 
ladder, piste C+: contrôle positif. Les clones 4, 5, 6 et 8 démontrent un très faible phénotype 
télomérique. Les clones 7 et 9 ne présentent aucun phénotype télomérique. 
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Figure 20. Mutations des clones sensibles au froid. Représentation des mutations pour les 1 O 
clones sensibles au froid. Les changements de nucléotide sont indiqués par une flèche et le 
nouveau nucléotide est indiqué en bleu. Les clones en vert indiquent les mutants qui 
présentent un phénotype de thermosensibilité sans phénotype télomérique et ceux en 
rouge indiquent les mutants thermosensibles qui démontrent un phénotype télomérique. 
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Chapitre Ill 
• Développement d'une méthode de purification de la télomérase 
chez S. cerevisiae afin de découvrir de nouvelles composantes du 
complexe. 
Préambule 
Plusieurs composantes de la télomérase de levure sont connues 
jusqu'à ce jour. Pourtant, sur cette énorme molécule d'ARN, plusieurs larges 
régions, dont les fonctions sont encore inconnues, n'ont aucune protéine 
associée connue. Nous supposons donc que ces régions peuvent servir de 
sites d'association pour d'autres protéines. Afin de découvrir d'autres 
composantes de cette télomérase, nous avons donc entrepris la purification 
de ce complexe. Dans le but de conserver les protéines dans leur état natif, 
nous avons délaissé l'ajout d'une étiquette d'affinité aux protéines pour cibler 
plutôt la composante ARN de la télomérase. En effet, l'ARN de la télomérase, 
en plus de jouer un rôle de matrice pour l'ajout de répétitions télomériques, 
occupe une fonction d'échafaudage pour l'assemblage de tous les 
constituants du complexe. Nous avons donc décidé d'insérer une étiquette 
ARN sur l'ARN de TLC1. Cette étiquette ARN, développé par SELEX dans le 
laboratoire du Dr D. Engelke, possède une très forte affinité pour la 
streptavidine, mais une affinité moins grande que la biotine. Cette dernière 
molécule peut donc être utilisée pour libérer l'ARN des billes de streptavidine 
tout en évitant de dénaturer le complexe (Figure 19). 
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Figure 21. Schéma de la méthode de purification. Des extraits totaux sont produits à partir 
d'une culture liquide de cellules de levure. À cet extrait de l'avidine est ajouté bloquant les 
protéines biotinylées et la biotine libre de venir se lier de façon non spécifique aux billes. Le 
mélange est ensuite ajouté aux billes. Quelques lavages sont effectués afin d 'éliminer le non-
spécifique, puis la biotine est ajouté afin de déplacer I' ARN des billes afin de recueillir les 
complexes purifiés. 
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Objectif spécifique 
Dans le but de découvrir de nouvelles composantes de la télomérase 
de levure chez S. cerevisiae ainsi que d'améliorer nos connaissances sur la 
structure/fonction de la composante ARN de la télomérase, nous avons 
entrepris une nouvelle méthode de purification ciblant l'ARN. Pour cette 
expérience nous avons donc ajouté un aptamère à l'ARN de TLC1 à deux 
endroits différents et tenté de mettre au point la technique de purification pour 
notre système. 
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Matériel et méthodes 
Souche et plasmides 
La souche utilisée pour la méthode de purification est CSHY76 (MA Ta ade2 
ura3 Jeu2 his3 trp1 tlc1 ::LEU2) contenant pADCEN58 ou pADCEN59. Le 
gène de TLC1 a été introduit dans la levure sur un plasmide pRS316 (Sikorski 
et Hieter, 1989). Deux constructions différentes de l'ARN avec l'étiquette 
S'UGCUAGCUUUACCGACCAGAAUCAUGCAAGUGCGUA 
AGAUAGUCGCGGGCCGGGUUUUGCU3' introduit par PCR ont été 
produites par A. Dandjinou. Sur la construction pADCEN58, l'étiquette S1 se 
retrouve au bout de la tige-boucle lld, tandis que pour la construction 
pADCEN59, il se situe à l'extrémité de la tige-boucle VIIe (Figure 20). La 
souche contrôle JYL-1 (MATa ade2-1 can1-100 his3-11 leu2-3 trp1-1 ura3-
1 rpr1::KanR) contenant pRPR-S1 (Lee et al., 1991) a été fourni par D. 
Engelke. Le gène RPR1 avec l'étiquette S1 a été cloné dans le plasmide 
pRS315 et provient aussi de D. Engelke (Srisawat et Engelke, 2001). 
Extraction de protéines natives des cellules de levure 
Les protéines ont été extraites selon (Srisawat et Engelke, 2001). Pour 
les deux souches de levures (CSHY76 et JYL-1) des colonies ont été piquées 
et une culture liquide de 1 L dans le milieu de culture approprié a été poussée 
à 30°C (pour la souche CSHY76, pousser dans milieu liquide YC-ura, tandis 
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Figure 22. Schéma de l'insertion de l'étiquette ARN Sl à l'ARN de TLCJ. Sur la construction 
pADCEN58 l'étiquette Sl se retrouve au bout de la tige-boucle lld, tandis que pour la 
construction pADCEN59, il se situe à l'extrémité de la tige-boucle VIIe. Une séquence 
d 'espacement a été ajoutée à l'étiquette Sl . 
que pour la souche JYL-1, le milieu liquide YC-leu a été utilisé (Sambrook et 
al., 1989)). Les cellules ont été lavées deux fois avec de l'eau en 
centrifugeant à 4,000 x g à 4°C pour 5 min. Le culot final a été resuspendu 
dans un volume finale de 5 ml de tampon de lyse (50 mM HEPES pH 7.4, 10 
mM MgCl2, 1 OO mM NaCI, 1 mM DTI, 0.1 % Triton-X 1 OO, 10% glycérol) 
contenant des inhibiteurs de protéases (Roche) et de la RNasine (inhibiteur 
des RNases, Promega). Les cellules sont ensuite vortexées à la température 
de la pièce pendant 30 min avec 1 Og de billes de verres d'une grosseur de 
425-600 µm (Sigma) lavées à l'acide. Chaque 2 min, les échantillons sont 
déposés sur la glace sèche afin de refroidir le lysat et le garder autour de 4°C. 
Le lysat est ensuite centrifugé deux fois à 14 000 x g pour 5 min à 4°C. Le 
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surnageant est rapidement recueilli et mis à -80°C. La concentration de 
protéines a été déterminée par un essai Bradford (Bio-rad). 
Méthode de purification du complexe 
Le complexe de la télomérase chez S. cerevisiae a été purifié à l'aide 
de la l'étiquette ARN inspiré de (Srisawat et Engelke, 2001 ). Cependant 
certaines modifications ont été apportées afin d'améliorer l'efficacité de la 
technique. L'extrait cellulaire (d'une concentration variant entre 18-20 mg/ml) 
a été incubé avec de l'avidine (Sigma) pour une concentration de 5 µg 
d'avidin/mg de protéines pendant 10 min à 4°C. L'extrait est ensuite incubé 
avec un volume égal de billes streptavidine-agarose (Sigma) pendant 2-3h à 
4°C avec une légère rotation. L'extrait est ensuite centrifugé à 13 000 x g 
pendant 1 min afin d'amener les billes dans le fond du tube pour ainsi enlever 
le surnageant. Les billes sont ensuite lavées deux fois avec 1 volume de 
tampon de lyse pendant 10 min à 4°C chaque fois. L'élution du complexe a 
été effectué avec le tampon de lyse contenant 5 mM de d-biotine (Sigma) 
dans un volume de 40 µ1 pour chaque mg de protéines pendant 30 min-1 h. La 
mixture est ensuite centrifugée 1 min à 13 000 x g afin de recueillir le 
complexe. Les éluats sont rapidement conservés à -80°C. 
Extraction d'ARN total des extraits cellulaires et transcrit d'ARN 
Les extraits cellulaires ont d'abord été traités avec 1/10 volume de 
Protéinase K à 10 mg/ml à 37°C pendant 10 min. Puis l'ARN total des 
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extraits cellulaire et éluats a été isolé grâce à deux traitements avec un 
volume égal de phénol-chloroforme, vortexé et centrifugé à 13 000 x g 
pendant 5 min à 4°C. Les échantillons ont ensuite été précipités avec de 
l'éthanol salé à 70% avec 5M LiCI. Puis, les extraits ont été traités à la DNase 
1 (Amersham) suivant les instructions du manufacturier. 
Des transcrits d'ARN contrôles ont été produits avec le Megascript T7 
kit (Ambion). Un promoteur T7 a été introduit par PCR au début des gènes 
TLC1 et RPR1. Une réaction type contenait 1 µg d'ADN (purifié sur gel, 
Qiagen), des ddNTP (7,5 mM chaque), mélange réactionnel de la compagnie 
(Ambion) et un mélange de diverses polymérases et les instructions ont été 
effectuées selon les spécifications du manufacturier (Ambion). 
PCR quantitatif (Real-time PCR) 
L'abondance de l'ARN avec et sans étiquette des échantillons 
provenant de chaque étape de purification est analysée afin de déterminer 
l'efficacité de la méthode. Tout d'abord une réaction de transcriptase inverse 
a été effectuée afin de transformer l'ARN désiré en ADNc. La réaction a été 
fait utilisant la Superscript Il Reverse Transcriptase (lnvitrogen) en suivant les 
instructions du manufacturier. 1 µg d'ARN extrait a été utilisé dans cet essai 
avec des oligonucléotides spécifiques pour les gènes choisis (Tableau 5). Les 
amorces choisies possèdent une séquence non-spécifique à l'extrémité 5' 
(5'GATAAATAATGTGCCGGATCC3'), séquence qui sera utilisée 
ultérieurement pour le PCR quantitatif. 
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Dans le but de quantifier l'ADNc des réactions de transcription inverse, 
un PCR en temps réel a été réalisé (Applied Biosystem). L'ADNc a été dilué 
dans des ratios entre 1/8 et 1/20 et 4 µI ont été ajouté au tampon de réaction 
du PCR (50mM KCI, 5.5mM MgCl2, 10 mM Tris pHS.O, 200 µM dATP, 200 µM 
dGTP, 200 µM dCTP, 400 µM dUTP, 50 nM ROX dye (lnvitrogen), 0.25U 
UDG (NEB), 0.625U Taq ADN polymérase) et 1,25 µ1 de Taq Man (10 µI de 
chaque amorces (0,45 nM) et 10 µI de la sonde (0, 125 nM) dans un volume 
final de 250 µ1) (Amorces et sondes décrites dans le Tableau 5). 
Northern Blot 
Voir détails dans le Chapitre 1. Les sondes utilisées dans ce cas-ci sont 
des ADNs radiomarqués spécifiques pour les locus des gènes RPR1 et TLC1. 
Ollgonucléotldes 
Primer TLCl For RTP 
Primer TLC 1 Rev RTP 
Primer SPTl 5 For RTP 
Primer SPTl 5 Rev RTP 
Primer RPRl For RTP 
Primer RPRl Rev RTP 
Primer FLAP 
Probe TLCl RTP 
Probe SPTl 5 RTP 
Probe RPRl RTP 
Séquences 5' -3' 
CGAACGATGTGACAGAGAAA 
GATAAATAATGTGCCGGATCCTCAAA TT ACGTTCTTGA TCTTGTG 
AAACA TTGTGGCAACTGTGA 
GATAAA TAA TGTGCCGGATCCAATACGCATGATGACAGCAG 
TTGTTCCGTTTGACTTGTCG 
GA TAAA TAA TGTGCCGGA TCCTGGAACAGCAGCAGTAA TCG 
GATAAATAA TGTGCCGGATCC 
CCCGCAAACCTAACCGATGCT (5' 6-FAM, 3' TAMRA) 
TGCGCTACATGCCCGTAATGC (5' 6-FAM, 3' TAMRA) 
AGACCTTGACGCTCACGCCGT (5' 6-FAM, 3' TAMRA) 
Tableau 5. Amorces et sondes utilisées pour le PCR en temps réel. 
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Analyse de /'ARN par électrophorèse en capillaires sur puces 
L'ARN extrait a été analysé sur un « RNA 6000 Nano LabChip » 
(Agilent Technologies). Les puces et les échantillons ont été préparés selon 
les instructions du manufacturier. La matrice de gel a été préparée en 
ajoutant 1 µI de marqueur bleu à 65 µ1 de gel et le mélange gel-marqueur a 
été filtré. Ensuite, 9 µI de gel-marqueur ont été déposés dans les puits de la 
puce prévus à cet effet. 5 µL de « RNA 6000 Nano marker » a été ajouté aux 
puits prévus pour les échantillons et pour l'échelle de poids moléculaire. Puis, 
1 µI de marqueur de poids moléculaire et 1 µ1 d'ARN à analyser dénaturé (50-
1 OOng) sont ajoutés dans les puits correspondants. La puce a été vortexée et 
placé dans le « Agilent 21 OO Bioanalyzer ». La détection quantitative de 
l'ARN est illustrée par un électrophorégramme convertie en une image de gel 
virtuel. 
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Résultats 
Les ARNs de TLC1 avec l'étiquette 51 sont fonctionnels. Afin de 
découvrir des nouveaux partenaires du complexe de la télomérase, une 
étiquette ARN ayant de l'affinité pour la streptavidine a été ajouté sur l'ARN 
de la télomérase chez la levure S. cerevisiae. Les ligands de streptavidine ont 
été introduits par Alain Dandjinou aux extrémités de tige-boucles (lld et VIIe, 
Figure 20), régions où encore aucune protéine n'a été identifiée pour les lier, 
suggérant ainsi la disponibilité de l'étiquette. L'insertion de l'étiquette ARN à 
l'extrémité des tiges-boucles a été effectuée dans le but d'augmenter les 
chances d'exposition de celui-ci hors du complexe. De plus, une séquence 
d'espacement a aussi été ajoutée entre l'étiquette et l'ARN de TLC1 exposant 
ainsi plus amplement l'aptamère hors du complexe. Une analyse par 
programme informatique a été réalisée afin de s'assurer que l'étiquette ainsi 
que la séquence d'espacement, n'affectaient en rien la structure secondaire 
de l'ARN. Par ailleurs, des tests de complémentation des deux différents 
clones des ARNs avec étiquette ont été produits de même que l'observation 
de la longueur des télomères dans une souche délètée pour TLC1 et RAD52 
afin de s'assurer de la fonctionnalité des ARNs modifiés (clones pADCEN58 
et pADCEN59) (travaux effectués par Alain Danjinou). 
L'ARN des extraits cellulaires n'est pas dégradé. Lors de l'extraction du 
complexe, il est primordial de minimiser la dégradation de l'ARN par les 
diverses nucléases. Afin d'éviter la perte de protéines ou ARNs, diverses 
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précautions sont appliquées telles l'utilisation d'inhibiteurs de protéases et de 
RNase et toutes les étapes d'extraction sont effectuées à 4°C. Bien que 
plusieurs dispositions soient prises, il se peut cependant qu'on assiste à une 
dégradation. En effet, plusieurs protocoles ont été essayés, mais nous 
n'avons gardé que celui qui donnait les meilleurs résultats (donnés non-
montrées). Donc, afin de s'assurer que les extraits cellulaires sont en bonne 
condition nous avons entrepris de vérifier la qualité de l'ARN qui est d'autant 
plus importante pour la purification car le complexe est repêché grâce à la 
composante ARN du complexe. 
Dans un premier temps, nous avons donc observé la qualité de l'ARN 
total d'un extrait cellulaire. Cet ARN a été comparé avec un ARN total 
provenant d'une autre méthode d'extraction d'ARN directe (Voir Matériel et 
méthode du Chapitre 1) donnant de l'ARN de bonne qualité, nous servant de 
contrôle. L'analyse de l'ARN total a été effectué à l'aide d'un bioanalyseur 
(Figure 21A). Dans la deuxième piste, se retrouve l'ARN contrôle et on peut 
distinguer l'ARNr 25S, 18S et 5S plus bas. Pour ce qui est de l'ARN 
provenant de l'extrait cellulaire, dans la première piste, on observe les mêmes 
bandes mais avec une très légère dégradation. Par ailleurs, l'abondance de 
l'ARNr 25S sur 18 S présente un ratio autour de 2 : 1, démontrant encore une 
fois que l'extraction cellulaire est excellente (Sambrook et al., 1989). 
Dans un deuxième temps, nous avons vérifié si l'aptamère S1 était 
toujours sur l'ARN avec l'étiquette après l'extraction cellulaire. En effet, celui-
ci pourrait être enlevé par diverses nucléases lors de processus de 
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maturation de l'ARN. Donc, nous avons comparé l'ARN avec et sans étiquette 
provenant d'une extraction cellulaire par Northern blot hybridé avec une 
sonde composé du locus de RPR1 (Figure 21 B). Les résultats démontrent 
que l'aptamère S1 est toujours sur l'ARN même après extraction (Piste 1, 
Figure 21 B) si on compare avec le contrôle (ARN sans étiquette) (Piste 2, 
Figure 21 B). De plus, les bandes observées sur le gel sont plutôt franches, 
proposant une absence de dégradation de l'ARN analysé. Ce résultat vient 
confirmer, encore une fois, que les extraits cellulaires sont de bonne qualité. 
Cette même expérience n'a pas été effectuée avec l'ARN de TLC1 avec et 
sans étiquette dû à sa très grande taille. En effet, la faible résolution du gel de 
polyacrylamide ne permettrait pas d'observer la présence ou l'absence de 
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Figure 23. Analyse de la qualité de I' ARN extrait. (A) Analyse de I' ARN total de l'extrait cellulaire 
par électrophorèse par capillaires sur puce. Piste l : marqueur de poids moléculaire ARN, piste 
2 : ARN total provenant de l'extrait cellulaire, piste 3: ARN total servant de contrôle de qualité. 
On peut visualiser les ARNr 255, 185 et 55. (B) Visualisation de l'ARN avec étiquette (piste 1) et 
sans étiquette (piste 2) RPRl par Northern blot. Le gel de polyacrylamide a été transféré sur 
membrane et hybridé avec une sonde spécifique pour le locus de RPR 1. 
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Mise au point des conditions pour le PCR quantitatif. Afin de vérifier 
l'efficacité de la méthode de purification, nous avons décidé de suivre la 
présence de l'ARN avec l'étiquette à chaque étape de purification et ce, par 
PCR en temps réel. Dans le but d'éviter la saturation dans la réaction de PCR 
quantitatif, une optimisation de la quantité d'ADNc ajouté au PCR a été 
effectuée. Des dilutions des produits de réaction de transcription inverse ont 
été effectuées entre 1 et 1/50 volume, déterminant celles entre 1/8 et 1/20 
comme étant adéquate pour avoir un signal spécifique (Figure 22). 
Par ailleurs, afin d'évaluer la concentration de l'ARN avec l'étiquette 
(TLC1 et RPR1) à chaque étape de purification, une courbe standard a été 
réalisé. En effet, un transcrit de l'ARN avec l'étiquette a été produit et dosé, 
puis différents PCRs quantitatifs ont été faite avec différentes dilutions de cet 
ARN. L'équation de la courbe standard permet ainsi de calculer la 
concentration de l'ARN d'un extrait avec une valeur de Ct spécifique 
(Ct :cycle threshold; nombre de cycles de PCR pour avoir une amplification). 
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Figure 24. Dilutions de la réaction de la transcription Inverse. Des dilutions de l'ADNc obtenu 
par réaction de transcription inverse ont été effectué afin d'obtenir un signal approprié. Ces 
dilutions sont ensuite analysées par PCR quantitatif. Des dilutions passant de 1 à 1 /50 ont été 
effectuées. 
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Les billes de streptavidine ont la capacité de lier l'aptamère 51. Les 
premiers tests de purification effectués avec le protocole original (Srisawat et 
Engelke, 2001) démontraient un taux d'enrichissement de l'ARN dans l'éluat 
autour de 1 % (données non montrées). Face à ce résultat, nous nous 
sommes alors questionné sur la qualité des billes et sur la capacité de 
l'étiquette ARN S1 à lier les billes de streptavidine. Nous avons donc marqué 
radioactivement en 5' l'aptamère S1 (1 OO 000 cpm) (Voir Matériels et 
méthodes Chapitre 1) et effectué toutes les étapes de purification avec 
différentes concentrations de l'ARN non-marqué (50 µg, 20 µg, 1 µg et 0,5 
µg) mais sans autre ARN ou protéines. Les résultats démontrent que les 
billes étaient en mesure de lier entre 38% et 75% de l'étiquette ARN S1 
{Tableau 6) Par ailleurs, on constate que la diminution de la quantité d'ARN 
froid ajouté permet l'augmentation de liaison de l'ARN chaud (radiomarqué) 
aux billes. Nous étions alors sûr que l'ARN avait la capacité d'interagir avec 







Éluat + Billes 
ARN marqué dans chaque fraction (%) 
Qté d'ARN non-marqué 
50 µg 20µg l µg 0,5 µg 
100 100 100 100 
35,8 19,9 20,4 14,9 
34,2 18,2 10,8 9,5 
31 53,4 63,l 52,3 
5,2 9,4 10,9 13,4 
38,3 66,2 77,1 75,7 
Tableau 6. Analyse de la capacité des bllles à ller l'étiquette ARN Sl. L'aptamère Sl 
radiomarqué (l OO 000 cpm) a été mélangé à 50, 20, l ou 0,5 µg de l'étiquette non-
radiomarqué pour effectuer un test de liaison avec les billes. Des fractions de chaque étape 
de purification ont été analysées. La liaison de l'étiquette avec les billes passe de 383 à 753. 
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quelque chose dans l'extrait qui pouvait venir empêcher la liaison de 
l'apatamère S1 avec les billes. Si l'hypothèse s'avère vraie, cela signifie que 
l'étiquette ne devrait plus être en mesure de lier les billes. Nous avons donc 
effectué un test de purification avec une grande quantité de l'étiquette S1 (10 
µg) ainsi que de l'extrait cellulaire (18 mg). Les fractions contenant le non-lié, 
l'éluat ainsi que ce qu'il reste sur les billes ont été observé sur gel 
polyacrylamide coloré au bleu de méthylène (Voir Matériel et méthode 
Chapitre 1) (Figure 23). On peut clairement observer la présence de l'étiquette 
S1 dans l'éluat (Piste 3, Figure 23). Par contre, en ce qui concerne les pistes 
avec les fractions provenant du non-lié aux billes et ce qu'il reste sur les billes 
(Pistes 2 et 4, Figure 23), la qualité de l'image ne nous permet en aucun cas 
d'affirmer s'il y a présence de l'étiquette ARN dans ces fractions. Nous 
pouvons donc conclure hors de tout doute que la faible efficacité de 
récupération de l'ARN avec l'étiquette au niveau de l'éluat lors de la 
purification du complexe n'est pas limitée par la qualité des billes ou 
l'étiquette ARN. 
Tag ARN Sl Non-lié Éluat Billes 
* 
Tag ARN Sl~ 
2 3 4 
Figure 25. Analyse de la capacité de liaison de l'apatamère Sl aux billes en présence d'extrait 
cellulaire. L'étiquette ARN a été ajouté a de l' extrait cellulaire qui a été soumis aux étapes de 
purification avec les billes. Les fractions des étapes de purification telles le non-lié, l'éluat et le 
reste sur les billes a été migré sur gel de polyacrylamide coloré au bleu de méthylène. Piste 1 : 
Étiquette ARN Sl (2µg) , piste 2: le non-lié, piste 3: l'éluat, piste 4 : les billes (1/10 de la 
purification dans chaque piste) . * : Marqueur/colorant bleu 
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La méthode de purification permet un enrichissement de 1' ARN avec 
l'étiquette. La méthode de purification faite précédemment a démontré une 
efficacité de récupération de l'ARN avec l'étiquette très faible (~1 %) (données 
non-montrées). Étant donné que le problème ne se retrouve pas au niveau 
des billes, de l'étiquette ou de l'extrait, nous nous sommes dit que le 
problème devait se trouver au niveau des étapes de purification. Nous avons 
premièrement essayé de mettre au point la technique avec l'ARN RPR1 avec 
l'étiquette qui a déjà été publié pour avoir une efficacité de récupération de 20 
à 30% avec cette méthode (Srisawat et Engelke, 2002). Nous avons entrepris 
de répéter l'expérience afin de s'assurer que le problème de purification ne se 
retrouvait pas au niveau technique. Nous sommes alors entré en contact avec 
les auteurs afin de déterminer les éléments susceptibles de diminuer 
l'efficacité de la purification, pour finalement apprendre que l'enrichissement 
obtenu régulièrement est plutôt de 5 à 10% et les 20-30% seront plutôt 
exceptionnelles! Nous avons par la suite quand même tenté d'effectuer des 
modifications au protocole initial afin d'améliorer le rendement soit en 
augmentant la quantité de billes utilisée et le temps d'incubation avec les 
billes (Voir Matériel et méthode). Nous avons finalement réussi à atteindre un 
rendement autour de 23% lors de la purification avec l'ARN RPR1-S1 (Figure 
24A). Les donnés de PCR quantitatif montrent clairement qu'une grande 
quantité d'ARN avec l'étiquette se retrouve dans l'éluat. Par contre, une 
certaine quantité semble être perdu dans le non-lié et très peu reste sur les 
billes à la fin. Afin de s'assurer de la spécificité de la purification, nous avons 
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suivi la présence d'un ARN sans étiquette (SPT15). Les résultats du PCR en 
temps réel démontrent que la purification est bel et bien spécifique pour l'ARN 
avec l'étiquette (Figure 248). En effet, nous n'observons aucun signal SPT15 
dans les fractions « Éluat » et « Billes ». 
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23,67 3±9,81 3 
Figure 26. Analyse de la présence de l'ARN RPRl-Sl à chaque étape de purification. Un test de 
purification a été effectué avec l'ARN RPRl-Sl. Des fractions à chaque étape de purification 
ont été recueillies et 1' ARN a été extrait. Des réactions de transcription inverse ont été fait à 
partir de I' ARN suivi d'un PCR quantitatif. (A) Résultats du PCR quantitatif pour I' ARN RPRl avec 
l'étiquette Sl. Un ARN contrôle sans étiquette (SPT15) a été analysé afin de s'assurer de la 
spécificité de la purification. (B) Résultats en pourcentage (%) de la quantité d' ARN avec 
étiquette retrouvé à chaque étape de purification. 
Chapitre Ill :Méthode de purification de la télomérase 82 
Étant donné que nous avons obtenu des résultats intéressants avec 
l'ARN RPR1-S1, nous avons donc débuté la purification de complexe de la 
télomérase avec les deux clones de l'ARN de TLC1 avec l'étiquette intégrée. 
Le clone pADCEN59, présente un taux de récupération plutôt réduit, soit 
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1,51 3±1,173 
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Figure 27. Analyse de la présence de l'ARN TLCl -Sl à chaque étape de purification. Un test de 
purification a été effectué avec l'ARN TLCl avec l'étiquette Sl. Des fractions à chaque étape 
de purification ont été recueillies et l'ARN a été extrait. Des réactions de transcription inverse 
ont été fait à partir de l'ARN suivi d'un PCR quantitatif. {A) Résultats en pourcentage {%) de la 
quantité d'ARN TLCl-Sl du clone pADCEN59 retrouvé à chaque étape de purification {B) 
Résultats en pourcentage {%) de la quantité d'ARN TLCl-Sl du clone pADCEN58 retrouvé à 
chaque étape de purification. 
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perdu dans le non-lié et les lavages. En ce qui concerne la construction 
pADCEN58, le taux de récupération est légèrement plus efficace soit de 5,5% 
(Figure 258). Par contre, cette valeur est considérablement inférieure à celle 
obtenue pour l'ARN RPR1-S1. 
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VI. Discussion et conclusions 
Implication dans la détermination de la structure secondaire de I' ARN 
de la télomérase chez la levure S. cerevisiae. 
Afin de déterminer un modèle pour la structure secondaire de l'ARN de TLC1, 
on devait tout d'abord identifier des homologues de l'ARN pour être en 
mesure d'effectuer une analyse phylogénétique. Dans un premier temps nous 
avons vérifié par Northern blot que les gènes isolés étaient bel et bien 
exprimés dans la levure. Les résultats nous ont révélé que pour chaque 
espèce, le gène homologue était exprimé. En effet, une bande majeure pour 
les différentes espèces se retrouve approximativement à la même hauteur 
que celle pour la souche S. cerevisiae S288C. Cette bande majeure pour 
TLC1 représente la forme mature de l'ARN, la forme poly (A)-. De plus, chez 
S. cerevisiae S288C et certaines autres espèces (S. paradoxus, S. 
cariocanus S. kudriavzevii et S. bayanus), apparaît une légère bande 
supérieure. Cette bande chez S. cerevisiae S288C se situe à la même 
hauteur que la forme poly (A)+ (Singer et Gottschling, 1994; Chapon et al., 
1997; Seto et al., 1999). Par ailleurs, on pourrait imaginer que la bande 
mineure serait, aussi dans les autres cas, la forme poly (A)+. Cependant, 
aucune autre expérience n'a été effectuée afin de vérifier l'hypothèse. 
Dans un deuxième temps, des tests de complémentations ont été 
effectués afin de vérifier la capacité des ARNs homologues à remplir les 
fonctions de TLC1. Cette étape est déterminante, car l'analyse 
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phylogénétique repose sur le fait que des ARNs qui ont des fonctions 
semblables devraient avoir une structure secondaire similaire. Par ailleurs, 
cette expérience est très délicate, elle demande un haut taux de conservation 
des éléments dans l'évolution des espèces pour réussir. Dans notre cas, tous 
les homologues de TLC1 ont réussit à complémenter, à l'exception de S. 
bayanus. Pour ce dernier, l'incapacité à complémenter est due à un faible 
taux de transcription de l'ARN homologue. En effet, un autre groupe a 
effectué la même expérience et a observé dans leur cas une 
complémentation (Chapell et Lundblad, 2004). La différence est que dans leur 
cas, au lieu d'utiliser un plasmide centromérique, ils ont plutôt opté pour un 
plasmide à haut nombre de copies, fournissant un plus grand nombre de 
copies de l'ARN homologue. Le problème se situe peut-être au niveau du 
promoteur de l'homologue S. bayanus. En effet, il est possible que les 
éléments de la levure S. cerevisiae ne soient pas en mesure de pouvoir 
s'associer à la région promotrice de l'ARN homologue, provoquant un faible 
taux de transcription. Dans le cas de S. pastorianus, il y a eu présence de 
complémentation (Tableau 3, Chapitre 1). Par contre, lorsque le plasmide 
contenant l'ARN homologue est retiré par passage sur 5-FOA, une 
sénescence très rapide survient comparativement aux autres homologues. 
Cette perte de croissance instantanée suggère que l'ARN de l'espèce S. 
paradoxus est en mesure d'effectuer uniquement les fonctions de TLC1 à un 
niveau basal. On suppose que l'ARN homologues de S. pastorianus est en 
mesure de maintenir les télomères à une longueur qui se situe à la limite 
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minimale de ce que la cellule peut soutenir. En effet, les télomère de la 
souche complémentée par l'ARN homologue de S. paradoxus sont 
excessivement cours (Figure 11, Chapitre 1). 
Par ailleurs, il semble y avoir une corrélation entre la taille des 
télomères et distance évolutive des espèces par rapport à S. cerevisiae. En 
effet, plus les espèces sont éloignées dans l'évolution, plus la longueur des 
TRFs est courte à l'exception de S. mikatae (Figure 26). Il semblerait que plus 
la séquence primaire de l'ARN est divergente à celle de TLC1 (Voir article en 
annexe), plus cet ARN aurait de la difficulté à effectuer les fonctions, générant 
des télomères de taille légèrement inférieure. 
Taille des TRFs 
Saccharomyces cereviciae 1,300 pb Type sauvage 
..;anocanus 1,150 pb Court intermédiaire 
parodoxus 1,100 pb Court intermédiaire 
1, 190 pb - Type sauvage 
1,100 pb Court intermédiaire 
baya nus nd nd 
pmtorianu:. 1,050 pb Court 
Empty plasm1d 1,000 pb Très court 
Figure 28. Schéma récapitulatif de la taille des TRFs vs la distance évolutive. La taille des TRFs 
semble corréler avec la distance dans l'évolution des différentes espèces dont 1' ARN 
homologue de TLCl a été utilisé pour effectuer les tests de complémentation. L'ARN 
homologue de S. mikatae génère toutefois des TRFs de longueur légèrement inférieur au 
contrôle positif (S. cerevisiae). 
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Lors de l'analyse phylogénétique il fallait procéder à un alignement des 
séquences, une étape très déterminante pour le résultat final. Afin d'obtenir 
un alignement adéquat des différentes séquences, nous avons déterminé 
l'extrémité 5' des ARNs des espèces. Les résultats nous ont démontré que 
l'ARN des espèces les moins distantes dans l'évolution avaient la même 
extrémité 5'. Par contre, dans le cas des espèces les plus éloignées, 
l'extrémité 5' divergeait. Le modèle pour la structure de TLC1 proposé est 
composé de 7 segments et d'une région plus ouverte constituant le corps 
central. Même si l'ARN de la télomérase de la levure est beaucoup plus long 
(1 300 nt) que chez les ciliés (150 nt) et les vertébrés (450 nt), plusieurs 




Matrice limite '-- ./ 
matricielle 
Figure 29. Modèle des structures secondaires des ARN de la télomérase des cillés, vertébrés et 
Saccharomyces. Malgré leur différence de taille, les ARNs de la télomérase des différents 
organismes ont plusieurs éléments conservés. On observe entre autre la matrice (rouge), la 
limite matricielle (bleu) et le pseudonoeud. Adapté de (Theimer et Feigon, 2006) . 
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matrice se retrouve au niveau de la région ouverte centrale. Cet élément est 
nécessairement conservé car la matrice se doit d'être accessible afin de lier 
son substrat : les télomères. Dans un deuxième temps, il est tout à fait 
logique que la matrice soit positionnée tout près du pseudonoeud qui est 
impliqué dans l'association avec la sous-unité catalytique Est2p (Chappell et 
Lundblad, 2004). Un troisième élément conservé est la limite matricielle 
(TBE: Template Boundary Element), évidemment située à proximité de la 
matrice. Chez les vertébrés cette région est appelée hélice P1, chez les ciliés 
elle est retrouvée entre l'hélice 1 et la matrice tandis que chez la levure, elle 
est localisée sur l'élément lia (Figure 14, Chapitre 1). Par ailleurs, il a été 
démontré chez les vertébrés et les ciliés que la sous-unité catalytique liait une 
structure appelée pseudonoeud (Leeper et Varani, 2005; Romero et 
Blackburn, 1991; ten Dam et al., 1991; Theimer et al., 2005). Par contre, chez 
la levure, la présence de cette structure n'a pas été encore prouvée. 
Cependant, la région liant la sous-unité catalytique de la levure S. cerevisiae 
a été remplacée par le pseudonoeud provenant de Oxytricha nova et de 
l'humain (Chappell et Lundblad, 2004). Cette expérience a démontré que les 
levures étaient quand même en mesure de maintenir la taille des télomères et 
de survivre. Il semble alors évident que la sous-unité reconnaît une structure 
particulière et non une séquence primaire spécifique. Dans notre étude, une 
structure a été proposé pour la région liant Est2p. Par contre, un autre groupe 
évoque la possibilité d'une structure différente, une structure davantage 
similaire à celle des vertébrés et des ciliés (Lin et al., 2004). Cependant, les 
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études de covariation ne permettent pas de discriminer aucune des deux 
structures (Révisé dans (Chen et Greider, 2004a)). 
Le modèle de la structure de l'ARN de la télomérase a aussi été 
proposé par un autre groupe (Zappulla et Cech, 2004). La structure suggérée 
est très similaire à la notre (Commenté dans (Lustig, 2004)). Les éléments 
structuraux retrouvés sont majoritairement les mêmes que ceux proposés 
dans notre étude, même si moins d'espèces différentes ont été utilisées pour 
l'analyse phylogénétique. En effet, dans les deux cas, on identifie une région 
centrale ouverte composé de la matrice et du domaine de liaison à Est2p 
duquel émerge plusieurs segments reliés et un très long bras auquel sont 
réunis plusieurs éléments. Le seul élément nouveau apporté, est qu'ils 
proposent une flexibilité exceptionnelle de TLC1 en déplaçant le site de 
liaison à Est1 p à différents endroits sur l'ARN. Cette flexibilité a été confirmé 
lors d'expérience de minimisation de l'ARN de la télomérase de S. cerevisiae 
(Zappulla et al., 2005). En effet, il a été démontré qu'une grande partie de 
l'ARN de TLC1 pouvait être réséquée. En effet, avec seulement 384 nt (au 
lieu de 1 200 nt) la télomérase pouvait être encore fonctionnelle, mais avec 
une efficacité minimale. 
Aussi, des expériences de cartographie au OMS (OMS : 
diméthylsulfoxide) effectué par un autre groupe sur une portion de l'ARN, sont 
venus confirmer en partie la structure que nous avons proposée (Forstemann 
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et Lingner, 2005). Par contre, les expériences de cartographie ne permettent 
pas, encore une fois, de favoriser une structure du pseudonoeud par rapport 
à l'autre. 
En sommes, les différents modèles de structure de l'ARN de la 
télomérase de S. cerevisiae (Chappell et Lundblad, 2004; Dandjinou et al., 
2004; Lin et al., 2004; Zappulla et Cech, 2004) vont permettre des avancées 
dans la compréhension de l'assemblage et les fonctions de la télomérase. En 
effet, nous sommes maintenant en mesure de cibler les régions impliquées 
dans le l'activité catalytique de l'enzyme mais aussi de plusieurs grandes 
régions avec aucune protéine liée et encore aucune fonctions attribuées qui 
pourraient aussi faire l'objet d'études intéressantes. 
Recherche de mutants sensibles au froid dans le but d'étudier la 
structure tridimentionnelle de I' ARN de la télomérase chez S. 
cerevisiae. 
Après avoir déterminé un modèle pour la structure secondaire de l'ARN de la 
télomérase de la levure S. cerevisiae, nous nous sommes intéressés aux 
interactions intramoléculaires déterminantes pour les fonctions de TLC1. Un 
criblage de mutants sensible au froid a donc été mis au point avec une 
librairie de mutants de TLC1. L'expérience est basée sur le principe que les 
interactions à 18°C sont beaucoup plus stables qu'à 30°C. Donc, une 
mutation qui stabilise davantage l'interaction à 18°C devrait provoquer la 
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sénescence des cellules, tandis qu'à 30°C, les cellules ne devraient avoir 
aucun problème de croissance car les molécules, dans ce cas-ci, peuvent 
toujours être dynamiques. 
Par ailleurs, l'obtention de mutants sensible au froid pour cet ARN est 
beaucoup plus difficile du fait que l'ARN est remarquablement long (1 300 nt). 
En effet, des études antérieurs sur des mutants sensibles au froid ont été 
effectuées sur des ARNs très courts, comme l'ARN U2 (Zavanelli et al., 
1994). Comme mentionné précédemment, TLC1 est très long et de ce fait il 
est excessivement flexible. Donc, une mutation dans TLC 1 a beaucoup plus 
de chance de passer inaperçue que dans U2, qui est très petit (120 nt) et, de 
ce fait, très peu souple. Par ailleurs, des études ont démontrées que plus de 
la moitié de l'ARN de TLC1 peut être enlevé sans que la cellule ne meure 
(Zappulla et al., 2005). Les mutants retrouvés dans cette étude devraient 
alors occuper des mutations qui interrompent des interactions cruciales au 
bon fonctionnement de l'enzyme. Les sites de mutations potentiels devraient 
se situer dans les régions impliquées dans la catalyse de l'enzyme, c'est-à-
dire au niveau du domaine liant Est2p et Est1 p, de la matrice, etc. 
Des 20 000 clones criblés, 10 se sont avérés à présenter un réel 
phénotype de thermosensibilité à 18°C. En effet, les cellules thermosensibles 
avaient soit de la difficulté à pousser, soit elles formaient de très petites 
colonies. La taille des télomères des souches comprenant les clones 
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thermosensibles a été observée. Les clones 4, 5, 6 et 8 ont semblés 
démontrer des TRFs faiblement plus long à 18°C qu'à 30°C, autant à 20G 
que 1 OOG. Par ailleurs, ces mutants ont des mutations localisées à un endroit 
très précis sur la tige-boucle lld. Cette région est peut-être critique pour le bon 
fonctionnement de la télomérase. Nous nous serions d'abord attendu à ce 
que les TRFs des clones thermosensibles soient plus courts à 18°C qu'à 
30°C étant donné qu'ils avaient de la difficulté à pousser à 18°C. Par contre, il 
a déjà été observé dans le passé que les mutants de certaines protéines 
associées aux télomères provoquaient une élongation de la taille des 
télomères mais aussi une difficulté de croissance (Grandin et al., 2001b). Un 
phénomène similaire pourrait se produire chez les mutants de TLC1 
thermosensibles. Par ailleurs, les différentes mutations pourraient aussi 
induire un renforcement des liaisons avec les composantes de la télomérase. 
Cette liaison accrue pourrait faire en sorte que les télomères pourraient 
allongés plus longuement. De ce fait, un arrêt du cycle cellulaire pourrait être 
provoqué, afin d'attendre la fin de l'élongation de la télomérase et ainsi on 
assisterait à une croissance beaucoup plus lente des cellules. 
Bref, plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer les 
résultats observés. Une analyse plus approfondie des différents clones 
thermosensibles qui démontrent un phénotype télomériques devra être faite 
afin d'établir réellement les mécanismes cellulaires qui entraînent les 
phénotypes visualisés. Par contre, ces données tout a fait nouvelles, nous 
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procurent une nouvelle avenue d'investigation au niveau de la 
structure/fonction de l'ARN de la télomérase. 
Développement d'une méthode de purification de la télomérase chez 
S. cerevisiae afin de découvrir de nouvelles composantes du 
complexe. 
Après avoir déterminé un modèle de la structure secondaire de l'ARN 
de la télomérase, nous avons remarqué qu'il y avait plusieurs grandes régions 
sans aucune protéine connue qui pourrait s'y lier. Déjà quelques protéines 
sont répertoriées pour se lier à certaines régions de TLC 1, mais nous 
supposons qu'il y en a beaucoup plus. Dans le but de découvrir d'autres 
composantes du complexe, nous avons mis au point une méthode de 
purification de la télomérase. Afin de garder les protéines à purifier sous 
forme native, nous avons délaissé l'ajout d'étiquette aux protéines pour 
l'introduction d'une étiquette ARN à la composante TLC1. 
L'étiquette choisie est très petite (60 nt) (Figure 22, Chapitre Ill), ce qui 
diminue les risques que l'ARN soit encombré par l'étiquette ainsi que les 
risques de mauvais appariements une fois intégré dans la molécule. 
L'étiquette S1 a été introduite à l'extrémité de tige-boucles dont encore 
aucune protéine connue n'y est associée, diminuant ainsi les risques 
d'obstruction. Le choix de positionner l'étiquette ARN au bout des tige-
boucles, a aussi été considéré dans le but d'exposer davantage l'étiquette 
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hors du complexe afin qu'il soit le plus possible accessible pour les billes. 
L'étiquette S1 a été développé par SELEX pour avoir une affinité très grande 
pour la streptavidine (Kd 70 nM) mais inférieure à celle de la biotine (~ 0, 1 
µM) (Srisawat et Engelke, 2002). La molécule de biotine peut alors être 
utilisée pour décrocher les complexes des billes tout en évitant de les 
dénaturer. Par ailleurs, des expériences que nous avons effectuées, prouvent 
hors de tout doute que l'étiquette seule est en mesure de lier de façon 
efficace les billes de streptavidine (Tableau 6, Chapitrelll). 
Aussi, la purification de l'ARN RPR1 avec l'étiquette avec ce même 
aptamère déjà publié (Srisawat et Engelke, 2002) et que nous avons 
reproduit, fonctionne à un niveau respectable (23%). Par contre, la purification 
de l'ARN de TLC1 avec l'étiquette S1, engendre un taux d'enrichissement de 
l'ARN considérablement inférieur (1,5% à 5,5%). Ce rendement est, sans 
contredit, insuffisant pour se lancer dans la recherche d'autres composantes 
associées à la télomérase. En effet, dans une cellule haploïde, on retrouve 
environ 30 copies de TLC1 (Mozdy et Cech, 2006). Avec un taux de 
récupération maximal se limitant à 5%, le nombre de copies de TLC1 se limite 
à 1,5 par cellule. Donc, si on considère qu'une sous-unité catalytique lie une 
copie de TLC1, dans 1 Lon devrait retrouver au maximum 25 ng de Est2p! Il 
nous faudrait alors faire au minimum 20L de culture juste pour faire un gel de 
protéine coloré au bleu Coomassie afin de visualiser la protéine. Donc, les 
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chances de réussir à purifier suffisamment de protéines pour nous permettre 
de les identifier sont plutôt faibles. 
Plusieurs raisons peuvent expliquer pourquoi l'ARN de TLC1 est 
difficile à purifier. Il est possible que l'étiquette, une fois introduit dans l'ARN 
de la télomérase, se replie inadéquatement. Cette hypothèse avait été mise 
de côté au départ car le repliement avait été vérifié à l'aide d'outils 
bioinformatiques. Cependant, il est difficile de garantir comment les molécules 
vont se comporter in vivo. Aussi, nous n'excluons pas le fait que peut-être une 
protéine est en mesure de venir se lier très près de la région où se retrouve 
l'étiquette dans l'ARN et venir provoquer de l'encombrement stérique 
empêchant celui-ci d'interagir avec les billes. Finalement, il a des chances 
que les tige-boucles choisies pour introduire l'aptamère S1 se replient vers 
l'intérieur du complexe rendant l'étiquette complètement inaccessible pour les 
billes de streptavidine. 
Bref, cette méthode ne semble pas adéquate pour procéder à la 
purification du complexe de la télomérase. Même avec la mise au point des 
conditions, le plus haut rendement obtenu est minime. Il est à craindre que 
même avec le repositionnement de l'étiquette ailleurs sur la molécule, les 
mêmes problèmes surviendront. 
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En sommes, ce manuscrit élabore, dans un premier temps, sur des 
expériences qui ont aidées à établir un modèle de la structure secondaire de 
l'ARN de la télomérase chez la levure S. cerevisiae. Dans un deuxième 
temps, un criblage de mutants sensibles au froid de l'ARN de la télomérase a 
permit d'isoler quelques clones qui pourraient nous aider à caractériser 
d'avantage la structure/fonction de cet ARN. Finalement, une méthode de 
purification du complexe de la télomérase chez la levure a été proposée. 
Cependant, cette méthode, utilisant l'ARN du complexe pour isoler les 
diverses composantes associées, s'est avérée inefficace. 
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SUMMARY 
Background: Telomerase is a ribonucleoprotein complex whose RNA moiety 
dictates the addition of specific simple sequences onto chromosomes ends. 
While relevant for certain human genetic diseases, the contribution of the 
essential telomerase RNA to RNP assembly still remains unclear. 
Phylogenetic analyses of vertebrate and ciliate telomerase RNAs revealed 
conserved elements that potentially organize protein subunits for RNP 
function. ln contrast, the yeast telomerase RNA could not be fitted to any 
known structural model and the limited number of known sequences from 
Saccharomyces species did not permit the prediction of a yeast specific 
conserved structure. 
Results: We cloned and analyzed the complete telomerase RNA loci (TLC1) 
from all known Saccharomyces species belonging to the "sensu stricto" group. 
Complementation analyses in S. cerevisiae and end-mappings of mature 
RNAs ensured the relevance of the cloned sequences. Using phylogenetic 
comparative analysis coupled with in vitro enzymatic probing, we derived a 
secondary structure prediction of the Saccharomyces cerevisiae TLC1 RNA. 
This conserved secondary structure prediction includes a central domain that 
is likely to orchestrate DNA synthesis and at least two accessory domains 
important for RNA stability and telomerase recruitment. The structure also 
reveals a potential tertiary interaction between two loops in the central core. 
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Conclusion: The predicted secondary structure of the TLC1 RNA of S. 
cerevisiae reveals a distinct folding pattern featuring well separated but 
conserved functional elements. The predicted structure now allows for a 
detailed and rationally designed study to the structure-function relationships 
within the telomerase RNP-complex in a genetically tractable system. 
INTRODUCTION 
Telomeres, the terminal portion of the linear eukaryotic chromosomes, are 
composed of specialized nucleoprotein complexes that ensure protection of 
chromosomal DNA [1, 2]. Telomeric DNA comprises specific short direct 
repeats and their maintenance is assured by a specialized ribonucleoparticle 
(RNP) called telomerase. Minimally, telomerase contains the catalytic protein 
component TERT (TElomerase Reverse Transcriptase; Est2p in yeast [3, 4]) 
and an associated RNA moiety (TER: TElomerase RNA; TLC1 in yeast, [5, 
6]). The addition of telomere-specific repeated sequences is templated by a 
small segment residing on this essential RNA moiety [5, 7]. ln addition to this 
templating function, the TERT/telomerase RNA complex provides constitutive 
or transient binding sites for a variety of other proteins, some of which are 
essential for in vivo activity [4, 8, 9]. For humans, telomerase activation is 
closely associated with cellular immortalization and ultimately cancer 
development, but the clinical importance of telomerase extends beyond this 
role in cancer since several genetic diseases such as dyskeratosis congenita 
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and aplasie anaemia have been associated with mutations in the RNA subunit 
of telomerase [6]. Therefore, the RNA component of telomerase may have 
additional and so far unknown roles in cellular metabolism which may be 
associated with RNP biogenesis. 
ln Saccharomyces cerevisiae, the telomerase RNA (TLC1) is about 1,200 
bases long, transcribed by RNA polymerase Il and maturated through 
acquisition of a 5'-trimethylguanosine cap and in association with Sm-proteins 
[5, 10, 11]. Previous work based on mutagenesis, deletions and sequence 
comparisons between distant yeasts established a few functional elements of 
this RNA: an essential central portion that is associated with TERT/Est2p [12], 
a conserved bulged stem that is important for Est1 p association [13], and a 
conserved short stem which serves as template boundary element [14], and a 
stem loop element that binds the Yku-complex [15, 16]. However, the global 
structure of the TLC1 RNA remained unknown, which hampers the 
understanding of the mechanism of the telomerase RNP biogenesis and 
function. Phylogenetic analysis of primary sequences is amongst the most 
powerful tools to arrive at a working model for the secondary structure of 
RNAs [17-19]. This approach has been successfully used to establish 
secondary structures of the ciliate and vertebrate telomerase RNAs [20-23]. 
However, for Saccharomyces species, the limited availability of sequences 
derived from evolutionary closely related species as well as the large size of 
the TLC1 RNA were major obstacles for a similar approach. 
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Here we report the cloning, sequencing and functional analysis of the TLC1 
genes of all Saccharomyces species being part of the closely related "sensu 
stricto" group [24, 25]. lndividual pairwise comparisons of the individual 
sequences to the Saccharomyces cerevisiae S288C RNA revealed 
homologies that range between 98% and 59%, which allowed reliable 
sequence alignment and covariation analyses of base-pairs in predicted 
stems. Selected regions in the predicted structure were subsequently 
confirmed by biochemical mapping. The proposed secondary structure is 
consistent with the previously established sub-elements and reveals a central 
domain that is likely to associate with TERT/Est2p to orchestrate DNA 
synthesis, as well as at least two accessory domains important for RNA 
stability and telomerase recruitment. Finally, a comparison of the proposed 
structure for the yeast RNA with those of the vertebrate and ciliate RNAs 
suggests that the central core element may have a conserved structural 
organization. 
RESUL TS AND DISCUSSION 
Identification of new telomerase RNA genes of Saccharomyces species of the 
"sensu stricto" group. 
ln order to elucidate the secondary structure of telomerase RNA in 
Saccharomyces cerevisiae, we identified strains in which the RNA sequences 
are close enough to allow juxtaposition of homologous regions, but diverge 
Annexes 131 
sufficiently to allow for covariation rates adequate for structural prediction. 
Based on published sequence similarities, all species from the 
Saccharomyces "sensu stricto" group were selected. These include S. 
cerevisiae S288C and its variant S. cerevisiae SK1, S. paradoxus, S. 
cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. bayanus, and S. pastorianus. The 
latter, which is thought to be a natural hybrid between S. cerevisiae and S. 
bayanus was included in order to increase sequence variability, thereby 
increasing chances of covariation [24, 25]. Primary sequences of telomerase 
RNAs are known to diverge significantly, even between closely related 
species [20, 21] and a direct amplification of the sequences from the selected 
species proved unsuccessful. However, protein encoding sequences 
bordering the TLC1 loci are more conserved and underlying DNA sequences 
could be predicted more reliably, particular1y for stretches of highly conserved 
amino acids of the respective proteins [25]. We took advantage of this fact 
and the relative compactness of yeast genomes to clone the complete TLC1 
loci from all the species mentioned above using this nearest neighbour-based 
strategy (see Experimental Procedures in Supplemental Materials). The 
candidate homologues were inserted into pADCEN26, downstream a 
transcription terminator region of the ADH1 gene. Constructs containing the 
various cloned TLC1 loci were introduced into S. cerevisiae which lacked its 
own TLC1 gene as well as the RAD52 gene (Table 1 ). ln this host, a 
disruption of both telomerase function by a deletion of the TLC1 gene, and an 
abolition of the major recombination pathway by deleting RAD52 leads to 
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progressive telomere shortening with an incidental loss of viability after 40-50 
generations, called senescence (26]. Clearly, except for the locus derived 
from S. bayanus, the genes from S. cerevisiae {S288C; positive contrai, as 
well as SK1) and the candidate genes derived from S. paradoxus, S. 
cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, and S. pastorianus were able to 
complement the TLC1 disruption. Plasmid loss experiments confirmed that 
complementation was dependent on the introduced loci {Table 1 ). Work. from 
the Lundblad laboratory has shown that the S. bayanus TLC1 gene, when 
present on a 2 micron plasmid, can also partially rescue the telomere 
replication defect of a S. cerevisiae tlc1-A strain {A. Chappell and V. 
Lundblad, persona! communication). The actual lengths of telomeric repeat 
tracts were not at the level of wild-type for all clones, suggesting incomplete 
complementation by some genes. We conclude that the cloned loci of all 
species can direct transcription of an at least partially complementing RNA in 
S. cerevisiae. Therefore, the heterologously expressed RNAs must mature 
and fold into a similar structure as the one of the host cells in order to be able 
to associate with the various endogenous S. cerevisiae proteins to form an 
active RNP. 
RNA sizes and the mature 5' - and 3' -ends. 
ln S. cerevisiae, the TLC1 RNA is present in two distinct forms: a less 
abundant polyadenylated transcript and a much more abundant non-
polyadenylated form of about 1,200 nucleotides {nt) (5, 1 O]. The non-
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polyadenylated species is thought to be the functional RNA present in the 
RNP and its 3'-end has been mapped to various positions after a Sm-protein 
binding element ([10, 27] and see below). Taking a previously proposed 5'-
end for the S. cerevisiae RNA and the completely conserved Sm-binding site 
as markers, the aligned sequences derived from all species predicted RNA 
sizes ranging from about 1160 nt (S. cerevisiae, S. cariocanus, S. paradoxus) 
to 1220 nt (S. mikatae, S. kudriavzevii, S. bayanus, S. pastorianus, Fig. 1). ln 
order to establish whether such RNAs are indeed expressed in the various 
species, we performed Northem blots with RNA derived from all the species 
listed above (Fig. 2). A mix of species-specific probes revealed the presence 
of a major RNA band in all species and, in some cases, a minor band. The 
estimated sizes for the major bands coïncide well with the predicted sizes 
derived from the sequencing efforts. We conclude that the cloned sequences 
are expressed in the particular species as RNAs of the predicted sizes, 
strongly suggesting that we indeed cloned the genes encoding the functional 
TLC1 RNAs of the corresponding species. 
ln order to properly align the telomerase RNA sequences, we mapped the in 
vivo 5'-ends of the TLC1 RNAs by primer extension using total cellular RNA 
from S. cerevisiae (S288C, SK1 ), S. paradoxus, S. cariocanus, S. mikatae 
and S. kudriavzevii (example for S. cerevisiae is shown in Fig. 3). Primer 
extensions were performed using species-specific radiolabeled primers that 
annealed 30-70 nucleotides downstream of the 5' terminus that was 
previously proposed for the S. cerevisiae RNA [5]. Surprisingly, the major 
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band corresponding to the S. cerevisiae RNA 5' -end was mapped to a 
guanosine residue 10 nucleotides downstream of the previously proposed 5'-
end (Fig. 3). The position of this major band representing the mature 5'-end 
remained unchanged, irrelevant of the position of the primer used (data not 
shown). Therefore, we designate this nucleotide as the "+1" position of the S. 
cerevisiae TLC1 RNA. As expected, the major 5'-ends of the S. paradoxus 
and S. cariocanus TLC1 RNAs, the sequences of which are highly 
homologous to that of S. cerevisiae in this region, mapped to the same 
nucleotide position, indicating a conserved mature 5'-end for these three RNA 
species (Fig. 1 and data not shown). The determined 5'-ends of the S. 
mikatae and S. kudriavzevii RNAs are 17 and 20 nucleotides upstream with 
respect to the S. cerevisiae 5'-end. Curiously, in S. cerevisiae, a minor 
fraction of the TLC1 RNA molecules also has extended 5'-ends (lane 4, Fig. 
3). lt remains to be established whether these molecules are mature TMG-
capped RNAs or potential processing intermediates. Inclusion of the extra 
nucleotides did not influence the overall folding of the complets RNA molecule 
derived from any of the species and for simplicity reasons, they were not 
incorporated in the structure proposed below. The 3' terminus of S. cerevisiae 
TLC1 RNA was previously shown to be located downstream the Sm-binding 
site [10, 27]. ln order to compare the 3'-ends of S. cerevisiae with those of 
other species, we performed 3'-end mappings using RNase protection 
assays. The RNA probe covered the region from 61 nt upstream to 295 nt 
downstream relative to the S. cerevisiae Sm-site. As previously observed by 
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similar RNase protection assays [27], the major 3'-end of the S. cerevisiae 
TLC1 RNA is located in a run of uridine residues, about 10 nucleotides 
downstream of the Sm-site (Fig. 1 and data not shown). However, we also 
detected minor bands indicating the presence of additional 3'-ends about 80 
nucleotides further downstream (data not shown). These positions are 
consistent with previous 3'-end determinations using an RT-PCR method [10], 
and also with the sequences retrieved originally on cDNA clones [5]. The 
sequence around the Sm-site is 100% conserved in ail species analyzed 
here, such that the alignment of the 3'-ends at this site can be made with high 
confidence. Therefore, we aligned the sequences at this major 3'-end located 
about 10 bases downstream of the Sm-binding site for the prediction of the 
conserved TLC1 structure. ln order to investigate the impact of the - 80 
nucleotide-extension downstream of the Sm-site, we independently folded the 
RNAs containing such an extension. This analysis demonstrated that the 3'-
extension can fold into what appears to be an independent conserved 
structure by itself, but which does not influence or change the folding of the 
global structure reported in figure 4 (data not shown). 
Taken together, our data establish the mature 5'-end of the TLC1 RNA and 
suggest that a major 3'-end is located about 10 nucleotides downstream of 
the conserved Sm-site. These anchor points allowed a robust sequence 
alignment of ail RNAs and formed the basis for the structure prediction. 
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Establishment of a secondarv structure model based on phy!ogenetic 
analysis. 
136 
ln order to derive a secondary structure for the yeast telomerase RNA, we 
followed an iterative procedure consisting of sequence alignment, a computer-
aided folding that predicts thermodynamically stable helices, and covariation 
searches (see Experimental Procedures). The overall similarities between the 
various RNAs and that of S. cerevisiae S288C ranged in between 59% (S. 
pastorianus) and 98% (S. cerevisiae SK1 ), which is within the optimal range 
for performing phylogenetic comparative analyses (Fig. 1 and Supplemental 
Table 81 ). We note that this primary sequence divergence of the TLC1 RNAs 
of the species in the "sensu stricto" group is comparable to existing data on 
these species [24, 25]. Thus, the TLC1 sequences determined here are 
consistent with the notion that S. cerevisiae is about equidistant to S. bayanus 
and S. pastorianus. While this work was in progress, whole genome 
sequences of two distantly related "sensu lato" yeasts became available (S. 
kluyveri and S. castellii [25]). ln order to determine the extent of homology 
between the "sensu stricto" and "senso lato" telomerase RNA sequences, we 
searchecl for homologues in these genomes using conserved sequence 
elements described above, including the predicted template sequences. We 
were able to identify a potential sequence for the S. castellii TLC1 RNA, but 
due to the increased primary sequence divergence, a reliable sequence 
alignment for the complete RNA was not possible (data not shown). ln 
addition, chromosomal synteny in the region of TLC1 is not maintained 
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between the "sensu stricto" and "sensu lato" species and therefore, a cloning 
approach using the nearest neighbour was not feasible for the other "sensu 
lato" species. This suggests that attempts to enhance the confidence of 
phylogenetic analyses on the predicted secondary structure of the TLC1 RNA 
for Saccharomyces species will require the identification of sequences in new 
"sensu stricto" variants or species or in depth biochemical mappings. 
The overall predicted structure of the RNA comprises seven major helical 
demains organized around a central multi-branched loop (Figs. 4 and 5); 
designated 1 through VII. Helices 1 to VI emerge directly from the central loop, 
while domain VII is linked to domain 1 by a short single-stranded region. The 
5' and 3'-ends of the RNAs are predicted to be in close vicinity, which is 
typical for non-coding yeast RNAs [28]. Helical segments within a domain can 
be considered very likely to exist if covariation is found for two or more base 
pairs within the given helix [17, 18]. Based on these criteria, the existence of 
10 of the predicted 15 helices is well supported by covariation analysis (Table 
2). Helix 1 is unusually long and unlikely to be organized in a linear fashion as 
drawn out here. Upon inspection of the sequences involved in the formation of 
this helix, we noticed stretches with highly differing degrees of either primary 
sequence conservation or occurrence of covariations (Fig. 4 ). As a first 
approximation, we divided helix 1 into 3 segments (Fig. 5): the sequences 
making up segment A are highly conserved, predicting a conserved function. 
Segment C is less conserved, but does not include significant instances of 
covariation. ln contrast, segment Bis made up of many variable nucleotides 
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and contains 13 covarying base pairs (bp) over the stretch of 43 bp (for S. 
cerevisiae, Figs. 4, 5). Therefore, the helical nature of segment B is extremely 
well supported by the covariation analysis. ln our model, we retain segments 
A and C as helices only because we could not obtain evidence supporting an 
alternative structure. Three of the non-supported helices (stems Ill, IVb and 
VI) include sequences that are highly conserved (~50% complete sequence 
conservation, see Fig. 4). This very high conservation may suggest a 
conserved function, but in the absence of covariation, it cannot be 
distinguished whether the function is supported by the predicted structure, a 
different structure, or a primary sequence. Other unsupported stems include 
VIIe and Vlld, which reside in close proximity to each other and their structure 
thus at this point also remained unclear (Figs. 4, 5). 
ln order to clarify some of these uncertainties and to directly test the capacity 
of the RNA to fold in vitro, we probed in vitro transcribed TLC1 RNA of S. 
cerevisiae S288C for RNase H accessibility using specific DNA 
oligonucleotides targeting selected ragions on the RNA. The premise of this 
approach is that single-stranded ragions will be accessible to binding by 
oligonucleotide probes, leading to RNase H-dependent cleavage, while helical 
ragions will not. We first probed two ragions of almost certain structure to 
evaluate the fidelity of the approach and to establish contrais for the quality of 
the RNase H cleavage reaction. The template region was chosen as a 
positive contrai for cleavage. This region is likely to be single-stranded as it 
must be accessible for the association with telomeric DNA, and for other 
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telomerase RNAs, the region was previously shown to be single-stranded in 
vivo [19]. As negative control, we directed an oligonucleotide to helical region 
lla, a short template-proximal stem that is involved in a template boundary 
function [14]. As predicted, the template region of TLC1 RNA was fully 
accessible to oligonucleotide hybridization and RNase H cleavage, even after 
RNA renaturation (oligo RH459, Fig. 5). ln contrast, helix lla was only 
appreciably cleaved when the RNA was denatured (oligo RH133, Fig. 5). The 
clean cleavage patterns observed with these limited control sites also 
suggested that the in vitro RNA folding produces a fairly homogeneous RNA 
structure. Complementary oligonucleotides targeting specific other regions of 
the RNA were thus used in subsequent RNase H experiments as outlined on 
the predicted structure in Fig. 5 (cleavage patterns at selected sites are 
shown in Fig. 58, and data not shown). Since the RNase H accessibility 
experiments were performed on in vitro transcribed and folded RNA, they do 
not necessarily provide direct indications for the presence or the absence of a 
given structure by themselves. However, in the context of the predicted 
structure that is supported by phylogenetic analyses, such experiments can 
lend strong support for the proposed structure. More importantly, a 
disagreement between the biochemical and phylogenetic data flags 
problematic regions that need to be analyzed further. 
ln our prediction of the secondary structure of the S. cerevisiae TLC1 RNA, 
there is an almost perfect correlation between sequences predicted to be in 
helices by covariation and relative inaccessibility of such strands to RNase H 
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mapping. lnterestingly, all helices which were established by previous genetic 
experiments are indeed helices by our analyses. Such areas include a 
conserved bulged stem (IVe), the structure of which has been shown to be 
important for association of an essential factor for in vivo telomerase activity 
(Est1 p, [13]). Resistance of the conserved stem l la, a boundary element for 
telomerase-mediated reverse transcription [14, 29], is discussed above. The 
analyses here also show covariation and RNase H support for the predicted 
stem lie. Previous analyses of this area strongly suggested a helix and this 
stem was later shown to be important for Ku-protein binding and telomerase 
recruitment [15, 16]. 
The predicted terminal loop on stem Vlld is clearly accessible to the mapping 
while stems Vllb and VIia adjacent are not (RH1059, RH1009 and RH980, 
Fig. 5). Thus, while our data do not prove the precise organization of the 
region around stems Vllb-d, they are consistent with the organization 
presented. 
A special case was found to be present on the terminal loops of stems V and 
VI (locations RH717, RH740, RH761 and RH765, Fig. SA). These loops are 
predicted to be single-stranded but clearly, the left sides of both loops are 
relatively inaccessible to RNase H probing (Fig. 58). At least for the loop of 
stem VI, this inaccessibility is unlikely due to a general occlusion of the site for 
oligonucleotide or enzyme access, since an oligonucleotide targeting the right 
side of loop VI directs quite efficient RNase H-mediated cleavage (oligo 
RH765, Fig. 58). Upon further inspection of the sequences in these loops, we 
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noted an almost perfect complementarity between sequences overlapping 
those targeted by RH717 and RH761. ln addition, this complementarity is 
highly conserved in the TLC1 sequences from all species analyzed here (see 
Figs. 1 and 4 ). lt is therefore tempting to speculate that these loops interact 
with each other to form a tertiary interaction. lntriguingly, this pseudoknot 
structure would lie in an area that was previously shown to interact with the 
catalytic su bu nit of the yeast telomerase (Est2p, [12]). A pseudoknotted 
structure in the vicinity of the predicted catalytic center comprising the 
template region is also a conserved element for vertebrate and ciliate 
telomerase RNAs [20, 23, 30]. Furthermore, a similar pseudoknot at a 
presumably analogous position was found to be an essential element for the 
function of K. lactis telomerase RNA [31]. Given that the yeast Est2p protein 
clearly has recognizable similarities to catalytic subunits of telomerases in 
other organisms [3], it would make sense that the associated RNAs would 
also display similarities. Thus, our structure is also consistent with the 
presence of a tertiary RNA interaction forming a pseudoknot in the area of 
TERT/Est2p interaction. ln the Saccharomyces RNAs, this pseudoknot could 
be formed by an interaction of the terminal loops of stems V and VI. 
Overall, the predicted structure could be divided into at least three functional 
regions: First, the central core which may include the template region and 
stems Ill, IVa-c, V and VI. This element would associate with the core proteins 
for enzymatic activity in vivo (Est2p, Est1 p and perhaps others). lt would also 
include a potential pseudoknot and a template boundary element (proximal 
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part of stem lia, [14]). A second region involves stems lla-d. The distal end of 
this domain has been shown to be associated with the yeast Ku-proteins and 
a terminal deletion of that stem lie is tolerated, but produces short telomeres 
[16]. Clearly, there is variability around the stems llb and lld with some yeast 
species probably having additional stems (llb_ 1 and lld_ 1, see insets Fig. 4). 
The complete area that includes stems lie, lld and lld_ 1 was deleted from the 
S. cerevisiae molecule and in a separate experiment, stem llb was also 
removed. For bath cases, the remaining molecules complemented a TLC1 
deletion (data not shown). Thus, as proposed previously, the distal areas of 
stems llb-d are non-essential but could function as recruitment domain via the 
Ku-proteins [15]. The third region (stems Vlla-c and the single-stranded 3'-
end) is separated from the first area by quite a large domain (stem 1), which 
probably has functional sub-elements. From deletion studies, there is 
evidence that this third area is also non-essential [12]. However, a region in 
the telomerase RNA of K. lactis and which cou Id be analogous to stems VI 1 
appears essential for K. lactis telomerase function [32]. Finally, the distal most 
3'-end region, which includes the Sm-binding site, clearly influences the 
stability of the RNA [11]. ln addition, the existence of RNAs with extensions of 
up to 80 nt downstream of the major 3'-end near the Sm-site suggests 
additional, and as yet unknown processing events. lt remains to be 
determined whether the rest of area three also contributes to RNA stability or 
whether this region is involved in other aspects of RNP function. For example, 
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the mature yeast RNP is thought to function as a dimer [33], but the region(s) 
on the TLC1 RNA contributing to this multimerization are unknown. 
At least certain parts of the structural elements of the yeast telomerase RNA 
could be non-essential [12, 32]. Precedence for an addition of large, yeast-
specific and non-essential sequences to otherwise conserved non-coding 
RNAs is also provided by the spliceosomal U1 and U2 snRNAs [34-37]. Much 
of the yeast U1 and U2 snRNA sequences are dispensable for function and 
homologous sequences are absent from the vertebrate snRNAs. However, an 
important functional domain of the yeast U1 snRNA folds into a structure that 
is highly similar to that of the vertebrate RNA [34, 36]. Given the detailed 
structural organization of the yeast telomerase RNA presented here, it will be 
interesting to determine whether a much smaller functional RNA with 
conserved structural domains can be derived. 
CONCLUSIONS 
We present a detailed working secondary structure model for the large S. 
cerevisiae telomerase RNA. The structure suggests sub-elements with 
functional similarities to the vertebrate and ciliate RNAs, as well as yeast 
specific elements. The prediction now allows for a detailed molecular genetic 




Yeast manipulations, analyses of nucleic acids and PCR conditions for 
isolating TLC1 homologues from the various yeast species used standard 
procedures (see Supplemental Material for a detailed description). 
Phylogenetic analysis and helix nomenclature 
144 
Telomerase RNA sequences were aligned using the computer program 
ClustalW with manual corrections. Segments of highly conserved regions 
were used as anchors for alignment. Putative helices were identified by visual 
search of covariating paired residues [17, 38, 39]. We considered a single 
base pair position as covarying, if: (1) the helix in which the base pair resides 
is provided by complementary sequences present in homologous segments of 
all molecules inspected; (2) using at least 6 out of the 8 molecules, two 
independent compensatory changes restoring usual pairings can be specified 
(canonical and wobble: G-C, A-U and G · U). Multiple covariations at a single 
base pair position are only counted as one covariation such that the total 
number of covariations in a given helix is always s helix length in bp. The 
presence of two or more covariations within a potential helix was accepted as 
a strong indication for the existence of that particular helix [17]. The 
phylogenetic analysis was aided by the use of X2s, an algorithm that identifies 
compensatory base changes in a set of properly aligned sequences [40], in 
conjunction with mFold, an RNA folding program based on lowest free-energy 
estimates of helix stability [41, 42]. Data from previously characterized 
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structures were integrated in the initial analysis, allowing optimization of the 
structure. Where no conserved structure was possible, the RNA is either left 
single-stranded or is drawn out as proposed by mFold. Helices were 
numbered from 5' to 3' in order of their occurrence and the numbering was 
increased by one upon each passage of a multibranched loop, a pseudoknot 
loop or a single-stranded region that does not form a loop. Helical segments 
separated only by internai loops (bu Iges) are considered to belong to the 
same helix. ln the case of helices not belonging to the core structure, but 
specific to certain species (Fig. 4 ), an underscore and a number are 
appended to the number of the preceding helix. 
Site-specific RNase H cleavage assay. 
The DNA fragment for in vitro transcription of TLC1 RNA with the T7 
MEGAscript transcription kit (Ambion) was obtained by PCR amplification 
using oligonucleotides TLC1T7F and TLC1 R (Supplemental Table S3) and 
plasmid pADCEN36. RNase H cleavage was performed using DNA 
oligonucleotides complementary to indicated regions of the S. cerevisiae 
TLC1 RNA (Fig. 5; Supplemental Table S3). The RNA substrate was heat-
denatured and renatured in cold folding buffer. The reaction mixture was 
incubated for 2 min on ice and for 30 min at 30°C. Prewarmed RNase H 
buffer, the specific probe and 1.25U of RNase H (USB) were added and the 
reaction mix incubated for 1 O min at 30°C. Cleavage reactions were 
terminated by freezing in dry ice followed by heating to 90°C for 1 min. RNase 
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H treated TLC1 RNA was directly analyzed on a RNA 6000 Nano LabChip kit 
(Agitent Technologies). Chips and samples were prepared according to the 
manufacturer's instructions. Quantitative RNA detection by laser induced 
fluorescence is usually documented by an electrophoregram, which then is 
converted and displayed as a gel-like image. 
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FIGURE LEGENDS. 
Figure 1: Sequence alignment and consensus of telomerase RNA sequences 
of the Saccharomyces "sensu stricto" complex. 
The sequences of telomerase RNAs from S. cerevisiae S288C (Scec), S. 
cerevisiae SK1 (Scek), S. paradoxus (Spar), S. cariocanus (Scar), S. mikatae 
(Smik), S. kudriavzevii (Skud), S. bayanus (Sbay) and S. pastorianus (Spas) 
were aligned as described in the text. Dashes (-) denote gaps introduced 
within the alignment. The major transcription initiation site deterrnined in Scec 
is indicated by "+1". The numbering, marked with underscores every tenth 
nucleotide above the alignment is according to telomerase RNA sequence 
from Scec. The RNAs terminate -10 nucleotides downstream of the Sm site 
and the total number of nucleotides for the individual RNAs is indicated at the 
end of the respective sequence. ln the consensus sequence (line: Cons}, 
invariant residues for all species are denoted by uppercase letters; lowercase 
letters indicate nucleotides conserved among 85% of the species; dots 
represent variable nucleotides. Nucleotides determining complementary 
strands of proposed helices (line: Helices) are delineated with brackets 
enclosing the respective helix identification as well as forward or backward 
arrowheads denoting 5' or 3' strands respectively. The consensus sequences 
of the template region and the Sm motif are underlined and labelled. 
Figure 2: Size estimation of TLC1 RNA homologues. 
Total RNA isolated from S. cerevisiae S288C (Scec), S. cerevisiae SK1 
(Scek}, S. paradoxus (Spar), S. cariocanus (Scar), S. mikatae (Smik), S. 
kudriavzevii (Skud) and S. bayanus (Sbay) was subjected to Northem blot 
analysis using species-specific probes. TLC1 RNA species in S. cerevisiae 
S288C and a size marker (M) position are indicated. 
Figure 3: The major 5'-end of the TLC1 RNA in S. cerevisiae. 
Oligonucleotide PXCER23 complementary to nucleotides 23 to 39 was used 
for primer extension analysis of telomerase RNA of S. cerevisiae S288C 
strains containing a wild-type TLC1 gene (lane 4 ), or harbouring a deletion of 
the TLC1 gene (lane 3). For the sequencing reactions, the cloned TLC1 gene 
was used as template. Solid arrow denotes the major 5' end. Open arrows 
de note TLC 1 RNA species with additional 5' -extensions. Reactions were also 
perforrned without RNA (lane 1 ) or in presence of an in vitro generated TLC1 
transcript starting 122 nucleotides upstream the major in vivo 5' end (lane 2). 
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Figure 4: Minimum consensus structure of telomerase RNA in species of the 
Saccharomyces "sensu stricto" complex. 
The conserved core incorporates only consensus nucleotides that were 
identifiable in all the molecules inspected. Symbols used are defined in the 
key in the lower left. The template region and the Sm-motif are labelled and 
their consensus nucleotides are bracketed. Simplified drawings corresponding 
to structures for S. cerevisiae, S. paradoxus and S. bayanus indicating certain 
species-specific differences are outlined in the lower right. Letters A, B, Con 
stem 1 indicate a possible sub-division of stem 1 (see text). 
Figure 5: Secondary structure model of telomerase RNA of S. cerevisiae 
based on phylogenetic comparison and RNase H probing. 
(A) The secondary structure model was established by comparative 
phylogenetic analyses in conjunction with RNase H probing data. Symbols 
used are defined in the key in the lower left. Helical domains are numbered 
from 5' to 3' in their order of occurrence as 1 to VII. The template region and 
the Sm motif are labelled and the consensus nucleotides are bracketed. 
Positions are referred to by nucleotide positions, using +1 as defined in Fig. 3. 
Sites targeted by complementary DNA oligonucleotides in RNase H 
experiments are indicated with an arrow. 
(B) ln vitro susceptibility of TLC1 RNA to oligonucleotide/RNase H cleavage. 
The synthetic TLC1 RNA transcript was submitted to RNase H treatment in 
denaturing conditions (D) or after renaturation (R) and the cleavage products 
were fractionated on a RNA 6000 Nano LabChip. Typical examples of TLC1 
RNA probings are shown in the gel-like image. The input (lane 1) represents 
1.4 pmole of TLC1 RNA mock-treated in the absence of any oligonucleotide. 
Probe RH459 (lanes 2 and 3), which is complementary to the single-stranded 
template region is used as positive contrai (>60% cleavage in renatured 
conditions). Probe RH133 (lanes 4 and 5) which targets the template 
boundary element, a previously characterized helical structure, is used as 
negative control {<10% cleavage in renatured conditions). RH717 (lane 6) and 
RH761 (lane 8) are directed to interacting loops of the putative pseudo-knot 1 
and produce little to moderate cleavage. Probe RH7 40 (lane 7) does not 
cleave the predicted, but not phylogenetically supported stem of helix VI. RNA 
size markers (M) are indicated on the left. Close triangle: unreacted input 
RNA (-1159 nt). Open triangle: RNA loading control. Note that lane 4 is 
slightly overexposed. For precise positions of all oligonucleotides used in the 
RNase H experiments, see Supplemental Table S3. 
Annexes 153 
TABLES 
Table 1. Complementation of a TLC1 disruption in S. cerevisiae S288C by 
TLC1 loci from the "sensu stricto" species. 
Gen. of growth 20G 
S. cer. S288C 
pADCEN36 

























Cells grown on: 
YC-TRP-LEU-URA 
40G 60G BOG 100G 
++ ++ ++ ++ 
++ ++ ++ ++ 
++ ++ ++ ++ 
++ ++ ++ ++ 
++ ++ ++ ++ 
++ ++ ++ ++ 
+ +/-




















S. cerevisiae strains (CSHY76) lacking the TLC1 and RAD52 genes and 
bearing the indicated plasmids (left most column) were grown for 100 
generations on YC-TRP-LEU-URA medium to determine the ability of the 
TLC1 homologue-containing vector to complement senescence. Two 
independent transformants were selected for each TLC1 homologue. 
Subsequent growth on 5-FOA medium and on YC-LEU-TRP medium 
established plasmid-dependence for survival. Plasmid pADCEN36 is used as 
positive contrai. Empty plasmid pADCEN26 is used as negative control. 
Viability is scored based on colony size after 3 days; ++: growth rate similar 
to that of the positive control; - : absence of growth; +/- : intermediate growth. 
a: Generations after loss of plasmid. 
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Table 2. Base pairings in the TLC1 RNA secondary structure model. 
Paired Ragions No of base 
-------------pair positions 
~~~be~ Nucleotide Positionsb Length displaying (bp) covariationc 
7 -126/805-909 86 16 (19%) 
lla 132-176/409-456 
llb 185-210/214-241 
llb_ 1d 252-256/404-408 
lie 263-2971305-334 
lld 337-346/351-359 
lld_ 1° 366-381/386-400 
111 484-489/495-500 
IVa 504-543/666-704 
IVb 554-567 /57 4-587 
IVe 589-621/625-660 
V 707-714/731-738 













VIia 912-976/1077-1133 42 
Vllb 977-1000/1005-1027 19 
VIIe 1028-1036/1041-1049 8 
Vlld 1056-1062/1069-1075 6 


















N f b Number of base o o ase . .t. "th . .t. pair pos1 ions w1 
pair f os1 ions G/C to G/U or 
1 OO Yo A/U to G/U 
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8 Helix numbers are from Figs. 1 and 5. bPositions refer to +1 as defined in Figs. 1 and 3. 
cFor details of covariation deterrnination see Material and Methods. dThis helix is not 








































1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -1 ~ctmD'GAAMDQOC-~-OUUU't10t1t1CMiCCGO-~~C~CJGAUUOCGQAUtTQCUUU-CAOUOaADA-GCCU 
1 ~-~-UDUUUU--CAGUCCGO-cmtruUCt1~ COOAUUClAOCtTtJ-CAaotJGAUA-OC'CtJ 
1 ~OGOC-~ocut1AIJOOG--WUUU-UOUU-----AGUAUOUOUUtJ-uut1GOAC~CAtJGCAAGC -GCJCA 
1 ~ctmIJtJAAAAI1GU-AGCGGCOGOCCJCGUtJUGCtJ't--UOOOO'-ouot1-----AGtJAtJ'U'OGCCOoct7GOACA1Jtl" tJ<at1GOAGAG(JUQCGA.tro.AAlJt1lJtJ'tJGUtJCOCOCA-GGCA 
1 ~~-cuuuuctW1--uct1CGUUUCC-tnrotJUUO'cmACCUUccccooot1GAAOtJCAUCGtWIAAOC~~-~CA-GGCA 
1 ADOAOQA-~~-trotJC'UtJCOC--utn11roC'UUCD'~CCADUUGAGOOUOCUAIJUGO'-OOAGC~GCUU».0GGOOOAAUaA~~G-OOCA. 
1 CWlA.OOAAOOtIAD-~c-~----------UU'OUG-~G-~IJC CA 
1 ~~-~-----------tJOUG-ctnJCt7CAAUCJUAIJUUtroO'CCADOt1GAGU1JUUCUQUD'G-AUAAOC~OC~~CA 
••i;AOQA Gl•U•q tJ••CCOA••.IA•A•GUo •••G•au.Ge•••~U••••• uOn• •tJ•• • ••u ••OGUa••UU•u•C•OUtJGA•UUUUC••U•• •a•OCctJCAGlt.••tJtJOGCJtJAB•••C••••UG•UO•A••G•O•G1•9••g•A•U• q••1J'OQ•••U•U ••gO'U•••• G•C• 









• • C• •O'•U 
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au• • G•GQOU uU•O• •U• •OAC'CUAtJAQAU• QCO' 
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[IIe<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<] [IId>> 
3C3 ACOOCOAUtmc-~--UUGÎA.ctJTJAoocc:Wmwmccuü--cuu-c-~-~CAUG-----o-a---------AAGëctTACCAtTc.AëCACA.CCCACicAC>•w~~ 
3SC A.Ct1GCCAOOOC-~--~--cuu-c-~-~G-----o-a---------AAGCCUACCAOCACCJCJC CGC 
339 -ooGGaJUJCGC-AtJUtJAOCCCCC----------------------------------------CUU-C-GUACCAAJ1tJ'CtJ .. CJUc:tJ'CAAOCOCOt1CADOACCACA-----GCG--------CAAaOCtJA.CCAWACCACAC~-CJUtJt1AUtTAtJCCCAD'CIAGCUCAC 
338 AGC'OCJCACCOC-AtJtJ'OAGCCCCC----------------------------------------CUU-C-CJUACCGAUOCO'GU-GO'CUCAAOCUCUtCAOUACCACA-----GCG------~~-GUUtIAOUA.GUCAAGUUUCCAUGAGCUCAC 
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soo -rncx:-----tJCUOtJU'tJ11UU-----------AAUGDUtJUCCGUCGC-CAAGUCJACAQ,p,J.UJFL-AOOAGOUU- CGOCAACUCUCJOM.--A.OQAUCJi~l\A~GUAO 
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>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>] [IVb>>>>>>>>>] [IVb<<<<<<<<<] (IVe>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>] [IVe<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<] [IV•<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<] 

















uU•UU• o•OUUUU CAOOAGJUJUUU•gCCUUu• • • aGA&O•AAO• • ••• • 
[V<<<<<l [VI>>>>>>>>>>>>>] 

















530 .,. .,. ... 
520 ... ••• 
70( 











aoec 880 ~-cco------------------~--u-uuaca-OOcaiwCAatIM.cuo-----AACA&ëOACAC.l\AIJAÜc--~CAA-GAUêiG-~--ctJlUJtlÎAAA-CUACU--UÜCWJ'GA-uCAAÜAcGGtJAtJUUÜ 1040 
soak. 891 ADJti'lGCCJ'""~r..GOGUGU-cco-------------------UUCUUAAGCADCGCJ-u-~-----~--~-<JAUoo-uutJ'UUtJt1AOGt--CUADtIAAAA-ctIA.CO--tnJ'GAD'OA-~ 1051 
lpar 840 AC>MCOJ.J.~\.OGAOGC-CCO-------------------oucocAACJCAOUG-UOAOO--ADUA-UG-ooctW:CMRIAAGCO----- ~--CUAOCAAAA-CUAW--COGAUGA-t1CAAIJACAOOAD 1002 
Bau' 841 ~-CCO'-------------------UOCU'CM.GCAI100UUAG---'UOUA-UG-~-----~GAQAO'UtJUOCAG~--ctJAUCGAAA-CCADU--CUGIWGA-UCAAtJACAGOAtJt 1002 
Smik. 885 AC>'-GC:Ji""J.~lloaJ!iCGAACCO-------------------UCCOCAAGCACt1GA-CJU--ooua-CGA-~-AJ."~1LUWGAGAl11JUUtJCM-~U-CctW:tJtJUAAD'C--utJClAOClAAUCAAA.CGGUAUtJUO 1055 
Skud 893 A.CAOCCCJ'™"CJl\GGACAC-cco-------------------UCCT.l'CAOOCACt--WOG-AGA~l\CM-----lmJ.WCJ.1.:taO..aAU'G-<ll\AAGCCAtlAAAt10GA.G.-uctrOGAAU~-tJUUAGCCAlJUt1U--UCJAUAA-UCAAOACAGUAOUCU 1057 
Sbay 875 ~-CCUUCGUUUCCOWCC~--AAGUTJUG-CGA-<JCGMIJl\AUAACCG:----GGGMA'O'GAllACM.-GAG-AAAADCCAtJAAWU'OGGAOC-UCOUOOAUOOAt1tJCAUOt1AD--UU(J--CUCAOUU-UUGAGGA-OCAADACAAUAU'UCU 1057 
lp&8 852 ~-CCOUCGUUU~U--AAQO'O'UQ-CGA-QaJ.J.ACAmiM:CQ----GGCMAOGOUACAA-GAG-~-tJCOt1GOAU~--tnJA--CUCAtJt10UtJtJGA.Ga-UC»JJACAADADUC 1034 
Cona ••a•q•aAAa.&G•C•aGg•••• CCO ••CU•AaGCA••G •U u u• •G Cl••a••••UAA• •G •••dt11Ja•ACA• ••• AA.•••C•UaauuuG•ClAO•U OC:•• ·~ UO'••tJUUA••uAO ctJ ••• •• ••U UGA•gA O'CM!JAC••OAUU•U 
Helioe• <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<] [vria>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>] [VIIb>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>l IYrib<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<] [VIIe>>>] 






1041 UGO'-cGCAOU---------------------------~~ëuu-aaoaouriiA.o---------OCA----------cAOCÜA.cu----ococc-uir..u-a--cco--uCGio~--CAUUU 11s0 
1052 UlJU'-CGCAW---------------------------~~CUO-GGUGUUCJCAU---------OCA----------cAOCOACO----ucucc-OAAU-a--ccu--UCGAD~--CAUUU 1169 
1003 O<JU-CQCAUU-AC1JAt1tIACGGOA-l30-0CAGACAUUAIJIUU-UCCAAGCQGAAGAAACU~-CGUGUOGCA-CCIA.OUUtJOtJ'CJOUAGCAC-OAC-G---UGCCCACAAOA---cou--c~--CAOUU 11C!i1 
1003 UGU-CGCAUO'-ctJOAt1tIACGQOA-OCAtlACAUOAGOU-UCCAAGC~GC'OCAUtJUOAD'O-CGOCJUUOUA-CGAIJUUUU'GOCAGGCCUCAACAACUA.C-G---UGCCCACAAIIA---cuu--cc~--CADUU 1163 
1051 tJQU-COC-~-U-GCAGACAIJUAACU-octJGAGCGC11\AO~-COOGOMAG-couuuutJU--CGGUUGCGAUAGCAGUUACU-OACUUOCCUCMU-G--CC--UUU'GAUGCADU~---CAUUU 121! 
10.58 UGUUCCCAU-CC:UU~AAUU--~CGUGGGOU'O'G-caucmtnJOA-c:AUUUC-ctJtJC:AOCCGOGU-O----UCCUCAAO-AtW:C--tJUCAGOGCAUACA---MUUO'OtJGGAA---cAAUO' 1215 
1057 UGU-CC'UAU-CCUUGCUJiJ.J.GmJ.\,GJ.'°GGGCAUtlAAUtJ-U~-uuotJCQCAUUGUA-CA.C'UUUt1C---AACOt10CA.U'G.A-CGGU--U'U-CCUCAAO-ACUU--UtJUCGGUQCUUACaAAUAAtJQ'Ut1U'OGAACt 1219 
1035 OGU-CCCAU~-~--UUUUCGCAUUOOA-c-uuuucco---ACt1t10CADUAOCA-OGUU'--UG-GCUC:ACU-ACU'W-UUUCGAOGCU~UUU 1196 
UGU C•a u • •U C••A•C•G&A• •AA• •GOGOGUUCA•OUuaUll• •t7Q •G• •Uuqua. ••• u c ce ... u • •C'J•UGC'•U•.. AAtJU'UUt100AA CA•UO' 
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Supplemental Material for Dandjinou et al.: A phylogenetically based 
secondarv structure for the yeast telomerase RNA. 
DET AILED EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Yeast species and nucleic acids 
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The yeast strains used in this work are listed in Supplemental Table 82. Yeast 
transformations were performed using the LiAc/ssDNA/PEG method as 
described in (1]. Haploid yeast strains were generated by sporulation in 0.5% 
KOAc at 26°C, followed by tetrad dissection. For all haploid cell analyses, 
strains were derived from four tetrads that showed the expected 2:2 
segregation patterns. Genomic DNAs for PCR amplifications of TLC1 loci 
from "sensu strico" species were isolated using a CsCl-method as described 
previously [2]. Genomic DNA for Southern blot analysis was isolated using a 
glass bead method [3]. RNA extractions were as described previously (4]. 
PCR reactions were carried out on a Techgene thermal cycler. 
Oligonucleotides used in this work are listed in Supplemental Table 83. 
PCR amplification. plasmid construction and seguencing 
For cloning of the TLC1 loci, initial rounds of PCR amplifications were 
performed using oligonucleotides designed to hybridize in the vicinity of the 
TLC1 gene. The S. cerevisiae genes PDX3 and CSG2 tlank the TLC1 gene 
and homologues can be found in more distant hemiascomycetous yeasts 
(Genolevures online Database: http://cbi.labri.fr/Genolevures/). Therefore, we 
reasoned that such genes would be present in all species of the "sensu 
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stricto" complex, which are the yeast species most closely related to S. 
cerevisiae. Moreover, chromosomal synteny between species of this group is 
very high and we assumed it was maintained around the TLC1 locus. Thus, 
based on highly conserved sequences of PDX3 and CSG2 genes, forward 
and reverse primers were designed. PCR fragments were cloned, sequenced 
and new primers, now specific for each species, were subsequently designed 
such as to amplify full-length candidate TLC1 homologues. The primer pairs 
used in a final round of PCR can be found in the Supplemental Table 83. 
Each 25-µI reaction contained 10 mM Tris-Cl, pH 8.8, 25 mM KCI, 5 mM 
(NH4)2S04, 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM each dNTP, 1.5-2.5 U Pwo polymerase 
(Roche), 20 pmol of each primer and 50 ng of genomic DNA from the 
appropriate species. Amplification was carried out with 1 cycle at 94 °C for 2 
min, 35 cycles at 94 °C for 15 sec, 50°C for 30 sec and 72°C for 2 min, and 
one final cycle at 72°C for 5 min. Reaction products were digested using 
unique restriction enzyme sites added to each primer, gel-purified using 
QIAquick gel extraction kits and cloned into pADCEN26. pADCEN26 is 
derived from pRS316, into which a 327-bp fragment containing the 
transcription terminator region of the ADH1 gene was inserted [5, 6]. 
Candidate telomerase RNA loci from S. cerevisiae (S288C), S. cerevisiae 
(SK1), S. paradoxus, S. cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. bayanus 
and S. pastorianus were cloned into pADCEN26 to generate plasmids 
pADCEN36, pADCEN35, pADCEN42, pADCEN43, pADCEN44 pADCEN45, 
pADCEN46, pADCEN49, respectively. For each locus, both strands of inserts 
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derived from two independent PCR reactions and clones were sequenced. 
The TLC1 nucleotide sequence data for S. cerevisiae (SK1 ), S. paradoxus, S. 
cariocanus, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. pastorianus, and S. bayanus 
reported in this article were deposited in GenBank. 
Primer extensions 
Approximately 2 pmol of radiolabeled oligonucleotide primer complementary 
to nucleotides 33-49 or 52-68 relative to the previously proposed 5' end of the 
S. cerevisiae TLC1 RNA or to homologous regions of the other 
Saccharomyces RNAs were annealed to 5-15 µg of total yeast RNA at 37"C 
and extended with avian myeloblastosis virus reverse transcriptase (Roche) at 
42°C. Products were analyzed by PAGE. The same primers were used to 
determine the positions of the primer extension stops by direct comparison 
with dideoxynucleotide chain termination reactions on the appropriate 
genomic clone on the same gel. As a positive control for reverse transcriptase 
activity, an in vitro generated sense RNA starting at position -122 in the S. 
cerevisiae TLC1 locus was used. 
RNA transcription. site-specific oligonucleotide/RNase H cleavage and 
capillarv electrophoresis on a chip. 
The DNA fragments for in vitro transcription of TLC1 RNA were obtained by 
PCR amplification of plasmid pADCEN36 using oligonucleotides TLC1T7F 
and TLC1 R (Supplemental Table 83). The fragment of the expected size was 
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gel-purified and then used to generate TLC1 RNA with the T7 MEGAscript 
transcription kit (Ambion). The TLC1 RNA transcript was phenol/chloroform 
extracted, isopropanol precipitated and resuspended in water at a final 
consectration of 6 pmol/µI (-2 µg/µI). 
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RNase H cleavage was performed using ONA oligonucleotides 
complementary to indicated regions of the S. cerevisiae TLC1 RNA (Fig. 5; 
Supplemental Table 83). The TLC1 RNA substrate was heated to 90°C for 1 
min and 1.25 µI (1.4 pmol, -500 ng) of denatured RNA was added to 1.25 µI 
of cold folding buffer (100 mM Tris-Cl, pH 8.0, 20 mM M9Cl2, 20 mM NaCI, 2 
mM OTT). The reaction mixture was incubated for 2 min on ice and for 30 min 
at 30°C. 2.5 µI of prewarmed RNase H buffer (50 mM Tris-Cl, pH 8.0, 1 O mM 
MgCl2, 10 mM NaCI, 1 mM OTT), 1.4 pmol of oligo probe and 1.25U of RNase 
H (USB) was added and the reaction mix incubated for 10 min at 30°C. 
Cleavage reactions were terminated by freezing in dry ice followed by heating 
to 90°C for 1 min. Three contrai reactions were routinely performed for ail 
series of experiments: a) omitting a ONA oligonucleotide from the reaction; b) 
using a ONA oligonucleotide targeting a well characterized helical region 
(reduced accessibility; for example proximal portion of stem lia, see text); c) 
using a ONA oligonucleotide targeting the single-stranded template region (full 
accessibility). 
RNase H treated TLC1 RNA was directly analyzed on a RNA 6000 Nano 
LabChip kit (Agilent Technologies). Chips and samples were prepared 
according to the manufacturer's instructions. Briefly, the gel matrix was 
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prepared by adding 1 µI of provided dye to 65 µI of gel and the gel/dye 
mixture was filtered. 9 µI of gel/dye mixture were successively loaded into the 
priming well and into the buffer wells. 5 µI of RNA 6000 Nano marker were 
loaded in sample and ladder wells followed by addition of 1 µI of denatured 
ladder and 1 µI of the cleavage reaction mix (0.25 pmol::1 OO ng RNA). The 
chip was vortexed and placed in the Agilent 21 OO Bioanalyzer for capillary 
electrophoresis. Quantitative RNA detection by laser induced fluorescence is 
usually documented by an electrophoregram, which then is converted and 
displayed as a gel-like image. 
Senescence assays and telomere length analysis 
Diploid strain CSHY76, in which one copy of the TLC1 and RAD52 genes 
were replaced by LEU2 and TRP1 genes respectively [15], was transformed 
with plasmids containing candidate TLC1 homologues (pADCEN36, 
pADCEN35, pADCEN42, pADCEN43, pADCEN44 pADCEN45, pADCEN46, 
pADCEN49) or an empty plasmid (pADCEN26). After sporulation and tetrad 
dissection, single spores carrying a homologue-containing plasmid were 
restreaked on medium lacking uracil to assay for rescue of senescence. 
Single colonies from non-senescing strains were picked after 100 generations 
and streaked on 5-FOA (5-Fluoro-orotic acid) medium to select for cells that 
had lost the complementing plasmid [16]. Such cells were then successively 
restreaked to assay for senescence and confirm plasmid dependent survival. 
ln parallel, single colonies transformed with candidate telomerase RNA genes 
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were picked 20, 40, 60, 80 and 1 OO generations after sporulation and grown 
for-10 generations in 5 ml of medium lacking uracil. Cells were harvested, 
genomic DNA isolated and digested with Xhol. 1 µg of the Xhol-digested DNA 
was separated on a 1 % agarose gel and transfered to nylon membrane 
(Amersham Hybond-N+) by capillarity. The appropriate bands were visualized 
by hybridization at 42°C with a random-primed telomeric probe. 
Northern blot analysis 
15 µg of RNA derived from appropriate cultures were separated on a 4% 
acrylamide/8M urea gel and electroblotted to a nylon membrane (Amersham 
Hybond-N+). Blots were UV irradiated, stained with methylene blue to locate 
18 and 25S rRNAs [17], and then probed with random-prime labelled 
fragments that specifically detect the appropriate TLC1 homologue. 
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Supplemental Tables: 
Supplemental Table 51. Pairwise comparisons of the telomerase RNA 
sequences derived from Saccharomyces "sensu stricto" species. 
S288C SK1 S. para. S. cari. S. mika. S. kudr. S. bay. S. past. 
S288C 0.977 0.783 0.777 0.702 0.656 0.590 0.589 
SK1 18 0.78 0.772 0.699 0.649 0.589 0.586 
S. para 187 187 0.945 0.748 0.682 0.628 0.586 
S. cari. 192 195 59 0.747 0.682 0.629 0.618 
S. mika. 276 280 236 239 0.703 0.632 0.618 
S. kudr. 321 326 301 303 312 0.653 0.644 
S. bay. 367 365 336 336 354 333 0.895 
S. past. 351 355 328 333 353 326 106 
The upper right half of the table indicates homology values for pairwise 
comparisons. H value = matches/(matches + mismatches + gaps/2 [18]. 
Matches, mismatches and gaps are based on the primary sequence alignment 
of all telomerase RNA sequences in Fig. 1. The lower left half of the table 
indicates absolute numbers of mismatches (nucleotide distances). 
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Supplemental Table S2. Yeast strains used in this study 
Species Designation Relevant Genotype Source 
Saccharomyces CSHY76 Mata/Mata C. Greider (Baltimore, USA) 





Saccharomyces S288C (BY) Mata ade2 his3 leu2 D. Gottschling (Seattle, USA) 
cerevisiae lys2 met1 trp1 ura3 [19] 
Saccharomyces SK1 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) 
cerevisiae [20, 21] 
Saccharomyces CBS 432 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) 
paradoxus [20, 21] 
Saccharomyces UFRJ 50791 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) 
cariocanus [20, 21] 
Saccharomyces IFO 1815 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) 
mikatae [20, 21] 
Saccharomyces IFO 1802 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) 
kudriavzevii [20, 21] 
Saccharomyces CBS 7001 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) 
baya nus [20, 21] 
Saccharomyces DBVPG 6560 Mata/Mata E. Louis (Leicester, UK) 
pastorianus [20, 21] 
Annexes 168 
Supplemental Table S3. Synthetie oligonueleotides used in this study. 
Name Sequence (5'->3') 
CERPDX3a GGGTACACTAGTAGCCTTTCTAGAGGTTCC (Spel) 
CERCSG2a AACAGAA TTCGGGAAGGTAAA TACCACC (EeoRI) 
PARPDX3a CGCGGATCCCTCCTCAGCTTGTTT AGTCA TTG (BamHI) 
PARCSG2a TGCGTCGACCTCGGGGAAGGTAAATCCCAC (Sail) 
CARCSG2a TGCGTCGACCTCGGAGAAGGTAAA TACCAC (Sail) 
MIKPDX3a CGCGGATCCCTCTTCGGCTTGTTT AGTCA TTG (BamHI) 
MIKCSG2a TGCGTCGACCTCGGTGAAGGCAAATATCAC (Sail) 
KUDPDX3a CGCGGATCCCTCTTCTGA TTGCTT AGTCATTG (BamHI) 
BAYCSG2a TGCGTCGACCTAGGTGAAGGTAAA TACCA TC (Sail) 
BAYPDX3a CGCGGATCCCTCCTCGGA TTGCTT AGTCA TTG (Barn Hl) 
PASPDX3a ATCCTGATCACTCCTCGGATTGCTTAGTCATTG (Belli) 
ADH1TERMFa CCGGAA TTCGAGCTCAAGCTTTGGACTTCTTCGCC (Sael) 


























GATGGAAAACTCAAACG (helix 1) 
CCAAATTTCTGAGGCC (helix 1) 
CCATCGAGTGCCTACC (helix lia) 
CTGACACCAGCATACTC (helix llb) 
TTACGGTTTGCATTTTC (helix lie) 
TAGCAGTGTTT AAG (helix lld) 
GAAGGAATAACAGGA (helix lld_1) 
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RH459d GTGTGTGGGTGTGGT (template) 
RH557d CAGTGTCAGAAA (helix IVb) 
RH589d TCTAACTIAAACTCC (helix IVe) 
RH603d TCTGTTIGCAAAT (helix IVe) 
RH717d ACTAGAA TA (helix V) 
RH740d GGCAAAAATCTACTG (helix VI) 
RH761d GTGGGATTIATICT (helix VI) 
RH765d TIGTAGTGGGA TI (helix VI) 
RH867d ACCTACTCGTA (helix 1) 
RH897d TGCTI AAGAAAGGACACC (helix 1) 
RH916d CGCAAACCTAACCG (helix VIia) 
RH951d CGTICTIGATCTIGTGTC (helix VIia) 
RH980d AAAACCATCTIGAAAA (helix Vllb) 
RH1009d TGATCATCAAAGTAGTITI A (helix Vllb) 
RH1059d CGGTICCTICCGC (helix Vlld) 
a PCR primer oligonucleotides. Underlined sequences are restriction sites which 
were added for subcloning. The corresponding restriction enzyme is indicated in 
parenthesis. b Primer extension oligonucleotides. c Oligonucleotides used for 
PCR product generation, which served as template for RNA transcription in vitro. 
T7 RNA polymerase promoter is underlined. Base in bold is the first nucleotide 
incorporated into RNA during transcription. d RNase H oligonucleotide probes. 
Numbers indicate the positions of the first base on TLC1 RNA according to the 
numbering system defined in Figures 1 and 3. The targeted structure is indicated 
in parenthesis. Oligonucleotides for RNase H probing were HPLC- or gel-
purified. 
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